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緒言
1 9 5 0年 ピク ロ マ イ シ ン(pic ro m ycin)がBro ckm a n とHenkel
l'
に よ っ
て 分離された こ と が ､ マ ク ロ ラ イ ド抗生 物質(Mac)発 見 の 発端と な
り ､ 以 来 ､ 次 々 とM a cは 発見 され た ｡ w o odw a rd2)は ､
"
マ ク ロ ラ
イ ドは ､ 糖 が1 - 3個結合した 大環状 ラ ク ト ン 構造 を有 し ､ 微生 物
が産生す る抗菌活性物質'' で あ る と提 唱 した ｡ ま た ､ 近 年半合成
M a cが 合成さ れ ､ こ れ ら M a cは 体内動態 の 改善及び従来 の M a c耐 性
菌 にも抗菌活性を示すも の もあり 活況を 里 し つ つ あ る(狭義 M a c)0
他方 ､ M acは 作用機構 の 類似性及びポリ エ ン 系抗生 物質や ス ト レ プ
ト ダ ラ ミ ン A及 びB許 な どの よ う な ､ 化学構 造上 の 類似性か ら マ ク
ロ ラ イ ド様多貞環 ラク ト ン構造 を有す る 天然化合物をも含めた捻転
(広義 の M ac)と して 用 い ら れ る こ と'があ る3)0
M a cはStaphylococ c zlS a uI
･
e u Sを は じめ とす る グ ラ ム 陽性菌 に ､ 特
に 高 い 抗菌活性を示す
4),5)
. ま た ､ 一 部 の グ ラ ム 陰性菌 に対 して も
有 効 で あ る 3). 現 在 も staphylococ cu s sp. . StT ePtO C O C C ロS, .Sp.
Mycopla s m a sp. , B o I
･detella sp. , Legl
'
o n ella sp. , C hlaH 2ydl
'
a sp. ,
Ca m pylobacte T Sp. , U1
･
e aPla s m a sp. に 起 因す る 感染症治療 に 用 い
ら れ て い る3),
4),5),6)
0
M a cの 主 な作用機構 に 関す る 研 究 は ､ e rytbr o-m ycin (E M)が数 の
上 で 他 を圧 倒 し て い る ｡ E Mは 細菌 の タ ン パ ク 質合成を 阻 害す る
7),8),9)-1 0)Il l)
｡ そ の 作 用横棒は70Sリ ボ ソ ー ム の 50S亜粒子 に 可逆的 に
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結合し12),1 3), 1 4)､ そ の 結果リ ボ ソ ー ム は ､ コ ン フ ォ メ - シ ョ ン 変 化
を起 こ し ､ ポ リ ペ プ チ ド合成 が 阻 害 さ れ る ｡ E M, spira mycin
(S P M)等は無細胞 タ ン パ ク 質合成過程を強く阻害し ､ ほ ぼ 同 一 の 作
用を持 つ とさ れ て い る1 5)｡ 即ち ､ 無細胞 タ ン パ ク 質合成 の 素過程 に
お け る 阻害実 験 か ら ､ ポ 1) ペ プ チ ド合成反 応 ､ ＼特･ に べ プ チ ジ ル
tR N A の転位 反応(tr a n slocation)及 び ペ プ チ ド転移 反応(peptydyl
tr a n sfe r a s ere actio n)を 阻害す る とさ れ て い る
9)･1 6)･1 7)t1 8)
0
叩a c耐 性菌 の 出現 に関 して は ､ 黄色ブ ドウ球菌 で E M使用後､ 5ケ
月後 に耐性s. a uTe u Sが50 %分離された臨床報告があ る
19)
. 現在 も ､
臨床分離 の S. a u Teu Sの40 - 50 %が M a c耐性 で あ る .
自然界並 び に 臨床由来 の M a c耐 性s. a ure u sの 多く は ､ そ の 耐性 表
現型 で 2大別され る ｡ 即ち ､ 常 時高濃度M LS に耐性を示す構成型 耐
性菌群(constitutive re sistant, Do uble ty peま た は Gr o np A)と最 小
発育阻止濃度以下 の E Mやole a ndo mycin(OL)等 に触れ て初め で高濃
度 M L Sに 耐 性 を 示 す 誘 導 型 耐 性 菌 群(Indu cible r e sista.nt,
D is s ociate typeま た はGr o uわ BやC)で あ る
2 0)･2 1), 2 2)
.
しか し ､ 現 在 ､ 臨床由来s. a uTe u Sに お い て 約50 %を占め る耐性菌
に有効なM a ｡は 多くはな い ｡ そ こ で 著者 は ､
､
耐性菌 に有効な M a c薬
剤 開発 に 貢献す る こ と を 目指す べ く ､ と り わ けMa c【tylo sin (T S)
とr
.
okita mycin(R K M)を 除く1に構 成的 耐性 ､ 1in co mycin (L C M)及 び
mi ka mycin B (M K M- B)に感受性 を示 す部分的M a c(pa rtial m acr o-
- 9 -
li °e; P M)耐 性s. a LIZ･e u S
2 3)に 有効な M ac の 作 用 ､ 並 び に 生化学的 耐
性機構を探 る･こ と と した ｡
- 10-
第 1 章 p M耐性黄色 ブ ドウ球 菌細 胞 で の M ac の 蓄 積
低 下
本邦に お い て 1 961年 か ら19 80年 に8,2 00珠 以 上分離され た黄色
ブ ドウ球菌 の 中 か ら ､ p M耐性菌がみ い ださ れ て い る2 3)｡
薬剤耐性 の 生化学 的機構 と し て ､ Davisと M a s sは7つ の 可 能性 を
提案して い る が 2 4)､ 現 在ま で に 細菌 に お け るM a｡耐 性機構 に は 三 つ
の 様式が知られ て い る ｡ 1) M ae薬剤 の 作用部位 ､ 即 ちリ ボ ソ ー ムq)
質的変化 :(トi)リ ボ ソ ー ム メ チ ラ ー ゼ が誘導的あ る い は構成的 に 産
生 され ､ 2 3S rR N A特定 ア デ ニ ン 残基(恐らく2 0 58位)を ジ メ チ ル 化
す る 25'･26'･2 7'｡ そ の 結 果 ､ 50 Sリ ボ ソ ー ム は ､ M a ｡の み な ら ず
1in c o s amide(L C Ms)やstr eptogra min ty pe B (S T G- B)に対 して も親
和性を失 い 耐性(M L S耐性)と な る
27)
0 M L S耐性 に関与す る 遺伝子 は
e Tm Aを初 め数多く知られ て おり2 6)･2 8)･2 9),3 0)･3 1)･3 2),3 3)､ 耐性誘導発現
は転写後調節をうけ て い る34)-3 5)｡ (1 -ii) 50Sl) ボソ - ム タ ン パ ク 質
が変化 して耐性 とな っ て い る 例は ､ 臨床分離株 で は得られ て い な い
が ､ m utage n(ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン)処理 さ れ た Bac '
'
1Iu s s ubt'
･
1)
･
s
,
Es cher l
'
chl
'
a coli の突然変異珠 で知ら れ て い る3 6)･3 7)0 2) 薬剤透過性
の変化 : 細胞膜 の 変化 に よ っ て 薬剤が細胞内 に進入す る の を 防 ぐ場
合とヲ8'､ 進 入 し た薬剤を壕極的 に(エ ネ ル ギ ー を 消費して)鯛胞外 へ
出す能動的排出と に基 づく2 つ の 耐性機構があ る3 9'-4 0'｡ 3)M L S の不
- l l-
活化 : こ れ に は加水分解酵素 に よ っ て Ma cあ る い はs T GI B を不活化
す る場合と4 … 2}､ M acま た はL C Mを化学的 に修飾 し不括化す る場合
と の 2 つ で あ る4 3)･4 4)･4 5),46 )･47)(Table 1).
臨床由来 の M a c耐性s. a uTe u Sの 多く は ､ 常時高濃度 の M L Sに 耐性
を示す構 成型耐性菌群 と ､ 感受性 の 発育をも許す低濃度 の E M等 に
触れ て 初 め て高濃度M LS に耐性とな る誘導型耐性菌群と の い づ れ か
に属す る2 0),2 1)･2 2)0
しか し ､ 新 規 の M a cが 自然界 よ り単離され ､ あ る い は 半合成 Ma c
が合成され医療 に多用され る に つ れ て ､ M a c耐性菌群は多様化 し つ
つ あ る4 8)｡ 著者 は ､ 臨床由来 の Ma c耐性菌群 のうち ､ 一 部 の M a cに
感受性 を示 すp M耐性菌 群が存 在す る こ と に着目 した4 8'｡ 本 章 で は
そ の 耐性 の 表現塑 を既知 M LS耐性 菌 の そ れ と比較 し､ ま た ､ M a c耐
性機構とし て 不清化 の 有無を検討す る こ と と し た｡
S･ a u Te u Sに お け るM a cの 不 括化 に基 づ く耐性機構 の報告 は 現在見
当た らな い ｡ しか し ､ 高度E M耐性E. c ol)
1
6まE M のラ ク ト ン 環を加水
分解する酵素に よる不括化4 1)､ また は､ OL の 2' - pbo spbotr a n sfe r a s eに
よ る リ ン 酸化 に基 づく不活化をもた らす4 6)･4 7)o s. ha em olytl
･
c usに
お け る L C M の不 括化43･), stl･ ePtO mYCeよ spp. に お ける E M のグ リ コ シ
ル 化4 4',4 5'に よ る不 括化 がそ れぞ れ報告さ れ て い る ｡ そ こ で 著者 は
P M耐性s, a u r e u sに お け る細胞 レ ベ ル 及 び無細胞抽出液に つ い て ､
可 能 な不括化機構 の い く つ か を想定 し ､ 不 活化 の 有無を検討した ｡
- 12-
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第1節 実 験材科 と 方法
菌株
臨 床 よ り 分 離 さ れ た p M耐 性 s. a ure u ss 7 0 4, Sl 1 98, S1 2 79,
S1 280(三 橋進博士 恵与); T P R- 2 7(大村貞文博士 恵与);ISP 4 4 7と
IS P 2 1 7(そ れ ぞ れ誘導 的及 び構 成的 M L S耐性株; p. A
リ
. patte e博士
恵与)
2 0'-4 9)
; N C TC 8 325, A T C C 6 5 3 8 P(感受性)を 用 い た ｡ E Mの ラ
ク ト ン 環 を加 水分解 し て 不 活化す る E. colj B M 6 9 4 /pA T6 3(P.
co u rv aiin博 士 恵与)
4 1)及 びM a cの 抗 菌活性試験 用 指示菌 と し て M .
1ute u sATC C 9 3 4 1を使精した5 0).
培地
最小発育阻止 濃度測定 の た め M u eller H into nII(M HII)寒天培地
はB B Lの も の ､ Sen sitivity Te st Br oth(S T B) は栄研 を用 い た ｡ 耐
性誘導能測定 の た めInducible Ba s e(Ind. B)寒 天培地及 びIndu cible
Soft (Ind. S)寒 天 培 地 5 1)を 用 い た ｡ 増 菌 用 培 地 と し て He a rt
lnfu声io n(H I) は B B L､ M a c不 括化ま た は 蓄積 量 測定 の た め Br ain
He artInfu sio n (BH I), T riptic a s eSoy Broth(T S B)はB B Lか ら購入
して 用 い た ｡
抗生物質
E M
, O L, L C M, C L D Mは 日本 ア ッ プ ジ ヨ ン ､ SP M, RK M, ro s a-
- 14-
micin (R S M)
■
, m ycin a 皿1icin I (M C M)は 旭 化 成(旧 東 洋 醸 造)､
mideca mycin (M D M), mioka mycin (MOM)は 明治製菓 ､ jos a mycin
(JM は 山之 内製薬 よ り 分与され たも の を用 い た ｡ TS はsigm aよ り購
入 した ｡ M X M- B は 万 有製薬 よ り M E M- A お よ びB の混合物 を分与 さ
れ た o こ の も の か ら high- perfo r m a n c eliquid chrム血 atography
(H P L C)に よ りM KM - Bを分離精製 して 用 い た .
薬剤感受性(最小発育阻止濃度:M IC
各抗生 物質原 液を2段 階希釈し ､ 各薬剤 濃度 の 溶液を作成 した ｡
こ の 溶液2mlに M H II寒天 18mlを加 え ､ よ く混和 し平板 とし た ｡
S T B 5mlで 被 験菌を 3 7℃ , 一 夜培養 ､ 生 理食塩水 で 100倍 に希釈 し
た菌液(5〝1)を ミ ク ロ イ ノ キ ュ レ - タ (M I T型 ,佐久 間製作所)に よ り
接種し た｡ 3 7℃ , 18 - 2 0時間イ ン キ エ ペ - ト 後 ､ M IC億 を 決定 し
た23)0
E Mに よ る耐性誘導(デ イ ス タ拡散法)
被験蘭をHI寒天 平板上 で 3 7℃ ､ 一 夜培養 した菌体を ､ 生 理食塩水
O1 5mlに マ ク フ ァ ラ ン ド1/2標準 に懸濁した(約108cfu/ml)｡ こ の 菌
液 にInd. S寒天 培地 9mlを加え ､ あ ら か じ め作成したInd. B寒 天培
地平板 (7 3×220m m, 40ml)上 に 均 - に 広 げ固め た ｡ そ の 寒天 平 板
上 に ､ E M(10p g)含有 デ ィ ス ク を 一 列 に 一 定間 隔 で置き ､ こ れ を
- 1 5-
点うJ
はさ ん で 平 行 に 各種薬剤 含 有 デ ィ ス ク 【感受性株 の 場合 ､ i)OL,
T S, JM , M D Mi M OM , M C M, R S Mは10FL g/disk, ii) S P M, M K M- B
は25/上 g/ disk, iii) L C M, C L D Mは 5/∠ g/disk､ 耐 性株 の 場 合i群
M a cは2 5/∠ g/ disk, ii群 抗生物質 は5 0〃 g/ disk】を 置 き､ 3 7℃ ,18 -
20時間培養後 ､ 各 デ ィ ス ク 周 囲の 阻止帯 の 形状 に よ り■誘導能を判
定した2 3)･5 1), 5 2),5 3)0
細胞 レ ベ ル に お け る M a cの 細胞内蓄積
定性的細胞内蓄積量 は ､ E M, SP Mで は 終濃度各 々 0.018, 0. 1 1〃
g/mlを 含 む 50m M Sodiu m Ⅳ- 2- hydr o xyethylpipe r a zine- Ⅳ
'
- 2 -
etha n e s ulfo nic aci d(Na- H E PES, pH 8. 0)含有B モⅠⅠに グ ル コ ー ス と寒
天 (各1%)を加え ､ こ の 寒 天 培地 に 指示菌と し て M . 1ute u sA T C C
9 3 41の TSB 一 晩 培養液をo.oo 1%(Ⅴ/v)加 え種層平板を作成した ｡
L C M の場合 ､ 終濃 度o.1jL g/mlと し ､ 上 記培地 に酵母 エ キ ス を1%
に加え種層平板培地 と した ｡ あ らか じめ TSB で 一 晩培養した被験 菌
を ､ (E M, S P M含有平板 に は)1白金耳量 ､ ま た は(L C M含有平板 で は)
湿菌量 1 - 2 mgを塗沫 した【但 しIS P 4 4 7で は ､ 耐性誘導前と後(l〟 g
E M/mlで 一 夜 培養)の 細胞を同様に接種】｡ 37℃ , 2 - 4日 間培養後､･
被験菌周辺 の 指示菌 の 発育(satelite c olo ny)の 有無を判定した ｡
一 方 ､ 定 量的細胞内蓄額 は ､ 被験 薗を oD6 1 00. 5 - 0. 7 の T S B培養
液 に EM (100〃 g/ml), SP M(10〃 g/ml), L C M(0. l〟 g/ml)を各 々
- 16-
加え ､ 37℃ , 20分 間イ ン キ エ ペ - ト後 ､ o℃ に 急冷 ､ 8,000× g, 10
分 間集菌 した.0 EM , S P Mで は 生 理 食塩水(5ml)で 5回 ､ L C Mで は ､
･一 回 洗浄後 ､ 一 定少 量 の 10 0m M Na- H E P E S(pH 8.0)媛 衝液 に懸濁
し､ 5 - 20分 間沸騰水洛中 で 熟抽出 ､ カ ッ プ法 に よ り抽出液中 の 抗
生物活性を M ･ 1ute us A T C C93 4 1を指示菌 と して 測定し ､
l
乾燥菌量
当り の 細胞内蓄積量 を算出 した5 4)0
無細胞 レ ベ ル に お け るE M不 活化 の 有無
無細胞抽出成 分は酸化 ア ル ミ ニ ウ ム(半井化学 ､ 細 胞磨砕fP)に よ
る細胞破砕 に よ っ て 得 た ｡ 菌体破砕液 は3 0,0 00× g, 3 0分間遠 心 ､
上 清を さ ら に 105
,
000 ×g, 2時間遠 心 したも の の 上浦(slOO)を用 い
た o Table 2に 示 し た1か ら5ま で の反応 条件 下 で E Mと 3 7℃ , 2 - 5
時間イ ン キ エ ペ - ト ､ 80℃ , 5分 間加熱反応停止後 ､ ペ ー パ ー デ ィ
ス ク法 に よ り ､ 残 存す る E M量 を M . 1ute u sA TC C93 4 1を指示菌 と
し て力価 を測定 した5 0)｡
- 1 7-
Table 2 Co mpo sition of e ach te st syste m fo r s ubcellula r
in a ctiv atio n of erytbr om ycin by S I O O
Sup
a
E M A T PN A D H･ N A D P H Acetyト H E P E S- A
Te st s coA buffe r
O.2 ml 1
.
4n m o1 5nm o1 5n m ol l On m o1 5n mol 0.1 ml
＋
b
＋ b ＋
＋ ＋ ＋ ＋
＋ ＋ ＋ ＋
＋ ＋ ＋ ＋
＋ 十 十 十
a Each s upern ata nt S I O c o ntain ed 4m g protein in 0. 2 ml.
b Sy mbols
” ＋ a nd - ” r epナe s e nt, r e spe ctively, the pre s e n ce
a nd the abs e nce of the indic ated co mpone nts in a r e actio n
mixtu r eof e a ch te st.
- 18-
実験結 果
第2節 臨床 分離p M耐 性黄色 ブ ドウ 球菌 の 特性
臨床 よ り得 られ たs 7 0 4, S l 1 98, S 1 2 7 9, S 1280, T PR- 2 7の 各 棟
に お い て M LSに対 す る 耐性 の特性を探 る に当た っ て ､ 先ず ､ MI C億
を求め る と(Table 3)共 に ､ E Mに よ る(デ ィ ス ク 拡散法)感受性 の 変
化 ､ 即 ち 耐 性 誘 導 の 有 無 を 検 討 し た ｡ M ac感 受 性 と し て
A T C C 6 53 8P, N C T C 8 3 2 5､ 誘導 型 M LS耐性珠 と し て IS P 4 4 7､ 構
成型 MトS耐性IS P 2 1 7を そ れ ぞ れ対照菌株と して 用 い た(Table 3).
一 般 に M ac, L C Ms及びs T G- Bは ､ 生 体 に投与し た場合､ 維持 で き
る 血 中濃度 は 約6FL g/mlで あり ､ M IC値 が6fL g/ml以下 を 感受性株
とみ なす こ と と した ｡ s 704, S l_1 9 8, S 1 2 79, S 1 2 80及び T P R- 2 7株
は ､ 1 4員環M a cで あ る E M, OL(Fig. 1)は800〃 g/mlな い し は そ れ
以上 の M IC倍 を 示 す も の の ､ 16貞環 M a c(F ig. 1)で あ る SP M, JM ,
M D M, R S Mに は10 0〃 g/ml以 上 ､ MOM に は 耐性(2 5- io oFL g･/ml)
で あ っ た の に 射 し ､ 同 じ1 6員環 M a cの T S, R K M, MC Mに は感受性
(3.13 - 6. 25FL g/ml)で あ っ た1Table 3). ATC C65 38P, N C T C
8 3 25は ､ M E MI B のM I C億6. 2 5FL g/mlを 除 い て ､ 使用 し た薬剤 全
て に お い て3. 13FL g/ml以 下 で あ っ た ｡ ISP 4 4 7はE Mに 対 し感受性
を示す様 に みえ る(Table 3)が E Mに よ っ て 耐 性 が誘導_さ れ て い な い
た め で あ る と考え られる ｡ IS P21 7の M I C億 は10 0FL g/ml以 上 を 示
し ､ 全 て の M LS に耐性 であ っ た ｡
- 19 -
CH3
O
H3C.
H O
H9C
H3C
HO
H O
O H
0
C H3
0
H3C
o 雷 沼
”
c
3
:
2
3
C H3
0 C H3
O
I
o
〆
‾
で ー も
C H3
erythr o mycin(EM)
H3C
o c =3
0 CH3
0
O C H3
0
H O
H36
C H3
C H3
.. . _ O H
ク′ H3C
CHB
H3C
H3C
クー
′
ク
′
C H∂
0
O C H3
‥ーー9 C2Hs O
0
0
H3C
H O
Mac
H3C
0 -
0
0{:
C H3
C M3
_ H O
0
Mac
t
o
甲(C H由2
Zc鴨
ミ竺芸3”
C鴨
o卓e a 門ぬ myc青m(OL)
.
H3Z&
”
c
3
H
h
,
C H3
mycim a micinI(桐C 醐)
C H O
.
H3r&
'2
?
D
OH
oH
C H3
tylo sjm(TS)
C H3
_ _ O H
F ill 1 C he mical str u ctu r e s of m ac rolidc, 1inco s a mi de,
str eptogr a minLtype B a ntibiotic s
- 2 0-
a nd
F ig. 1続き
C M3
c H3Cぬ
o
～c
-
H Oー
ク
′
C H3
H3C
H3C
0
C H3
1
Rl ･ C 一 円2
I
紺 - C 一 朗
”
C M3
0
陀1 R2
蜘 c o mycim(LC 閲) M O閑
c軸da mycim(CL D 弼) e昔 閃
Q[
o
;- o
N H
oC H3 i
,
.
:q
H
-≡
- ㌫
”
,:,c H2C H3
C
I
C =
'
t
c
/
r
o
”
li
”
3
空言
ー
sc ”3
;mi2
c
c
M
;
,
3
2 唾芋
=
”
:3
o
'
'?･pTー Cltー N:C与o
J ヽ
暮I ～ C H3
0
C M O
c ”3
.
O
SNO H
ro s a m-
'
cin(RSRh)
C H3
H3C O
ク′
0
R40
:ク
ー
C H3 0
Co mpo u nd
CH O
o _
H O
O Rl
mika mycim 8
(紬K弼-a: streptogra min a)
叫C Hd2
㌫? So鞄
C H3
H3C
′
N
､
恥
R1 R2 R3 R4
暮e u c o mycin A3(J M)
3' ･C>propio nyトL MA5(R K M)
mjdcc a mycin(朗D M)
mioka mycin(Rh O M)
spira mycin(S P M)
C O C H3 H
” C O C H2C H3
C O C H2CH3 H
C O C H2C H3 C O C H3
‖ H
- 2 1-
C O C H2C H(C H3)2 H
C O C H皇C H2C H3 H
C O C H2CH3 H
C O C H2C H3 C O C H3
H
t
l
H3
N(C H3)2
M I C倍 で は+ s 7 0 4を初 めとす るP M耐性菌群が , 誘導 型 及 び構成
型耐性 の い づ れ に属する の か を ､ 明確 に識別す る こ とが で きな い ｡
そ こ でE Mを耐性誘導割と して ､ デ ィ ス ク 拡散法を用 い て P M耐性 菌
群 の 耐性 誘導能 を検討 した(Fig. 2)｡ 被験菌 を接種 した角型 シ ャ ー
レ の 中央 にE M含有 デ ィ ス ク を置き ､ 被験薬剤含有 デ ィ ス ク を E M含
有デ ィ ス ク に 近接 し て 置 い た ｡ 3 7℃ で 培養後､ 発 育阻 止帯 の 形状
に よ っ て 誘 導 能 を 判 定 し た(F ig. 2)0 S704, S l 198, S1 2 7 9,
S1 280
,
T PR - 2 7の 発育阻止帯 は ､ 1 4員環M a cの E M, OL ､ 及 び1 6員
環M ac のSP M, JM , M D M, MOM , RSM は 認 め られ な い か ､ わずか で
あ っ た ｡ こ れ に対 し ､ 16員環Mac の T S, R E M, M C MとL C M, C L D M
(L C Ms)並び にM K M- B (S T GI B)は ､ 明 瞭な 円形 の 発育阻止帯 を形成
した(F ig. 2 D, E, F, G, fI)｡ そ れ に比 べ N C T C 8 3 2 5は ､ 用 い た 全 て
の 薬剤 に 感受性 ､ 即 ち 阻 止帯は円形 であ っ た(Fig. 2 A)0 IS P 4 4 7の
場合 ､ EM に よ っ て 耐性が誘導され たため ､ 被験薬剤含有デ ィ ス ク
の 発 育阻 止 帯 は ､ ” D” 型 と な っ た(Fig. 2 B)0 IS P 2 1 7は 誘導剤 に 関
係 なく ､ 全 て の 被 験 薬剤 に 対 し て 発育 阻止 帯を形 成 しなか っ た
(F ig. 2 C)｡ こ の 結果(感受性 パ タ - ン)は ､ Table 3に 示 し たM IC億
と良好 な対応 を示 し た｡ こ れ らp M耐性菌群 は､ 既 知誘導型また は
構成型 M LS耐性菌群 の い づ れ と も異な っ た表硯 型 であ っ た ｡
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第3節 薬剤 の 菌体 内蓄積
Fig･ 3 A, B に 示 し た様 に ､ S 7 0 4及びE Mで 耐性誘導後(o.1FL g/ml
E M で一 夜培養)の ISP 4 4 7で は ､ ほ と ん ど当該菌 株の 周囲 に指示菌
の 発 育 は み ら れ な か っ た ｡ こ れ に 対 し E M感 受 性 N C T C8 32 5,
A T C C6538 P及 び 耐 性 誘 導前 の ISP 4 47で は ､ 被 験 菌 周 囲 に M .
1ute ロSの s atelite c olo nyが み られ た(F ig. 3 C, D, E)｡ 後 者3菌株 で
は､ E Mが 細胞内に蓄積され被験菌周辺 の薬剤濃度が低下 した結果 ､
M .
.
1ute u sが 発 育 し た も の と 考 え ら れ る o F ig. 3F は ､ E . c oIL
･
B M694/pA T6 3の 産生する ラク ト ン環加水分解 エ ス テ ラ - ゼ 川 に よ っ
てE M の活性 が低 下 したた め ､ 当 該菌体周 囲に M . 1ute u sの satelite
c olo nyが 形成された ｡
同様 にSP M, L C Mに つ い て も検討を試み た ｡ F ig. 4 Aで は感受性
練A T C653 8P ､ 耐性誘導前 のIS P 4 4 7 の周 囲 に の みs atelite c olo ny
が み られ ､ S 704及 び耐性誘導後 のIS P 4 4 7 の周囲 にiまそ れが み ら れ
なか っ た ｡ L C Md)場合 ､ A T C C65 3 8 P, ISP 4 4 7 のみ な らずs 704周
囲 にも指示菌 の 発育が観察きれた(F ig. 4 B)o
- 2 6-
AD
ち
E
C
F
F ig･ 3 Ac c um ulatio n a nd in a ctiv atio n of erythro m ycin by the
S･ a uTe u S a nd E･ c oli strain s gro wing o n agar plate
containin g M . 1uteus A T C C93 4 1
S･ a u T e u S704 (A), EM induc ed ISP 4 4 7(B), A T C C
65 38P (C), N C T C83 2 5(D), ISP 4 4 7(h), and E. coll
'
B M
69 4/pA T 6 3(F).
- 2 7-
AS 7 0 4
‡S P 4 4 7
B
S 7 ¢4
‡S‡I4 4 7
A T C C 6 S3S P
i弘d. ‡SP 4 4 7
A T C65 3S P
in°. ‡S P 4 4 7
Fig･ 4 A c c n m ulatio n of spir a mycin (A) and lin c o mycin (B) o n
agar plate c o ntaining M . 1ute u sA T C C93 4 1
- 28-
次に細胞内､ 即ち無細飽 レ ベ ル に お け る不活化の 可 能性 の 有無を
み る た め ､ リ ン 酸化 ､ 還元 ､ ア デ ニ ルイヒ､ ア セ チ ル 化を想定し､ 細
胞抽出成分とE Mとを 混合(Table 2)､ 3 7℃ , 2 - 5時間 イ ン キ エ ペ -
ト後 ､ 残存E Mの 力価を M . 1ute u sを指 示菌とし て デ ィ ス ク 法 に よ り
測定した ｡ そ の 結果 ､ 対 照 と し て 用 い たE. coli B M694/pA T6 3由
来細胞抽出成分 の み が ､ E Mの 力価低下 を認 め た ｡ こ の 結果 と ､
EM , S P Mに 耐性を示 す被験菌周囲 に指示菌 の s atelite c olo nyが み ら
れな▲か っ た結果(F ig. 3, 4)と を考え併 せ る と ､ p M耐 性機構 は M acの
不括化 に基 づく可能性 は低 い も の と思 われ る ｡
菌体内 に お け る E M の蓄積量 を定量 的 に 求め る こ と は ､ す で に
Nakajim aらが報告 して い る 5 0)･5 4),5 5)｡ そ こ でP M耐性s704と感受性
菌と の M a c蓄積 量 の 差異 に つ い て検討を加えた ｡ E M, SP M の菌体 内
蓄積量は ､ s704がo.3 - 0･. 7 ×1 0‾2〟 g/m g(乾燥菌体重量)以下であ っ
た の に射 し ､ 感 受性 菌AT C C 6 53 8P及 び耐性誘導前 のI S P 4 4 7両 株
が5. 5 - 7 .0 × 10
叩 2
FL g/m gで あ っ た . s 704 の蓄積量 は感受性株 に お
け る そ れ の 1/10以 下 で あ っ た(
'
Table 4)0
- 29-
Table 4 Ac cu mulatio n of a ntibiotics by sta phylococ cal c ells
5 4)
Ac c u m ulated(×1 0
NL2
FLg/m gdry w eight cell)
Strain E M S P M L C M
A T C C 6 5 3 8 P
S 704
ISP 4 4 7
in°. ISP 4 4 7
6. 5 7
. 0 2. 0
<0. 3 0. 7 1. 9
5. 5 7. 0 2
.
2
<0. 2 < 0. 7 <0. 1
Cells w ere gr o w n expo ne ntially (OD 0. 5 - 0. 7 at 610n m)
in TSB w ere expo s ed to 革M (1 00fL g/ml), SP M(10FL g/ml)
o rL C M(0･ 1iL g/ml).
- 3 0-
考察
S704, S l 198, S 1 2 79, S1 280及 びT P R-2 7は ､ 1 4貞 環M acで あ る
E M, OL及 び16貞 環 Mac の 一 部 ､ 即 ちs p M, JM , M D M, MOM , RS M
に対 して も構成型耐性を示 した(Table 3, Fig. 2)｡ しか し ､ 1 6員環
Ma cの TS, R K M, M C M及 び化学構造上異 な るL C M
, C
'
L D M､ 並 び に
M E M- B に は 感受性を示 し た(Table 3)｡ こ れ は ラ ク ト ン 環 に 対す る
糖 の 配列及びア ミ ノ 糖 と ア シ ル 糖 を有する こ と に よ る も の と考え ら
れ る 1(第2章参照)0
W eisblu m ら はin v)
'
tr oで P M耐 性株類似 の 部分的構成型 耐性変異
株を ､ 誘 導型 M LS耐性 s. a ureusよ り得 て い る ｡ しか し ､ こ の 変異
株は M K M一 別 こ耐性を示す点 でP M耐性株と は異な っ て い る 5 3)｡ ま た ,
La mps o nら は臨床分離s. epide Tmidisが ､ EM , OLに 射 し 中等度耐性
(M I C億 : そ れ ぞ れ62. 5, 1 2 5〟 g/ml)を示す5 6)こ と を報告して い る ｡
しか し､ pM 耐性株 はE M, OL に射 し高度耐性示す点で異な っ て い た ｡
Nakajim aら は 元来 ､ sabatbとF inla nd の用 い た細胞 レ ベ ル に お け
る ペ ニ シ リ ン 類 の 不活化を定性的 に証明す る5 7)方法 に着目し ､ E M
の 細胞 レ ベ ル に お け る不 括化､ あ る い は細胞内蓄積現象の 定性的試
験 に転用 で きる 事 を示 した 5 0',5 4'.5 5'｡ 著 者 は ､ こ の 方澄 をsp M及 び
L CM に も応用 した ｡ そ の 結 果 ､ p M耐 性 を示 す薬剤(SP M)で は細胞
内蓄積が起 こ らず ､ 感受性を示 す薬剤(L C M)で は 蓄積 がみられた ｡
及 び細胞 レ ベ ル で は耐性を示す薬剤(E M)に対 し不活化を認め る こ と
一 31-
が で き をか っ た ｡ 並 び に ､ こ の 両 薬剤(S P M, L C M)はp M耐性殊 に お
い て ､ そ れ ぞ れ蓄積低下及 び蓄積増大する こ と を 認 め た｡
細胞 下 レ ベ ル に お け るE M の不括化 に 関 して も ､ EM の 分解 ､ リ ン
酸化 ､ 還 元 ､ ア デ ニ ル 化 ､ ア セ テ ル 化 に 基 づ くE M の力価 の低下 を
認 め る こ と は できな か っ た ｡ そ れ ゆえ ､ p M耐性機構 とし て の 不 活
化の 可能性 は否定的であ っ た ｡
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第2 章 pM 耐性 遺伝 子 の 形 質導 入 お よ び 耐性菌リ ボ
ソ ー ム の 薬剤 感受性
前章に お い てP M耐 性横棒と して ､ 不 活化 に 基 づ く機構 の 存在 は
否定的で あ っ た ｡ 本章 で は ､ M a cの 一 次作用点 ､ 即 ち リ ボ ソ ー ム レ
ベ ル に おけ る 耐性度 を検討す る こ と に よ っ て ､ P M耐性機構 の 手掛
かりを得 る こ と を 目 的 に 以 下 の 実 験 を行 な っ た ｡ p M耐性 の程度 を
定量申且 つ 明確 に把 握す る た め ､ p M耐性遺伝子を 同 一 宿 主 ､ 即 ち
感受性黄 色ブ ドウ 球菌(受容株)に形質導入 した ｡ 以後 ､ 形質導入 株
とそ の 受容株 と の 比 較をも と にP M耐性機構 を探 る こ と と し た｡ 細
胞レ ベ ル 並 びに リ ボ ソ ー ム レ ベ ル に おけ る耐性度の 定量的表示に は ､
前者は菌体 の 発育速度 に お け る 50 %阻害濃度 ､ 後者 は無細胞 タ ン パ
ク質合成系にお け る 50 %阻害濃度をも っ て 比較を行な っ た ｡
第1節 実験材料 と方法
菌株
S. a u T e u S704､ S704由 来 p M耐性 遺伝 子 の 受容 菌 と し て S.
a uTe U SNC T C8 32 5(M a c感受性)､ s･ a u r e us sA
L
l 13(N C T C8 32 5由
来r e strictio n∴ m odific atio n＋ 変異珠)
5 8)を 用 い ､ 誘導型及び構成型
M LS耐性菌と して S. a u r e u sISP44 7
,
I SP 2 1 7を そ れ ぞ れ用,い た ｡ 形
質導入 に は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ80及び8 0L 25 7)を 用 い た ｡ 無細胞系
- 3 3-
タ ン パ ク質合成 の た め の 細胞抽出成分とし てE. coliQ1 3(RNa s eI1
を用 い た
5 91
.
抗生 物質
第1章 に示したも の を用 い た ｡
培地
菌体 発 育用 培地 と し て 第1章 で 用 い た も の の ほ か ､ Nutrient
Br oth(N B)はB B Lか ら購入し , 菌増殖用培地として はN B Yを用 い た ｡
50%発育阻害濃度測定用 とし て m ediu m H(pH 7. 6)を用 い た ｡
試薬
H E P ESは半井化学; TrisはSigm a; ア デ カ ノ ー ルLG- 1 09 は旭 電化
工 業; ade n o sin e 5' - tripbo spbate(A T P)は オ リ エ ン タ ル 酵 母 工 業;
gu a n o sine 5
'
- tripll O Sphate(GY P)は ヤ マ サ 醤油(株); poly(A), poly
(U)は ベ - リ ン ガ - マ ン ハ イ ム 山之内; 酢酸 マ グネ シ ウ ム ､ 塩 化 ア ン
モ ニ ウ ム ､ dithiothr eitol (D T T)は 和 光 純薬 工 業(樵); L-(U -
1 4
cl
lysin e(34 2m C i/m m ol), L-tU -
1 4
c]phenylalanin e(5 2 2m Ci/m mol)
は ア マ - シ ャ ム ジ ャ パ ン; de oxyribo n ucle a s eI(D Nas eI)は ワ ー ジ
ン ト ン 生化学 工業 より購入 した｡ そ の 他 は全 て 市販品を用 い た ｡
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p M耐性遺伝子 の 形質導入
2段 階形 質導入 に よ り 行 な っ た ｡ 鹿 ず ､ 対 数 増殖 期 の 受容菌
s A l13 にあ ら か じ め フ ァ ー ジ80を供与菌s 7 0 4に 技種した 溶菌液を
加え､ 37℃ , 3 0分 間振漫 ､ N Bで菌体を3回洗浄 ､ N B少量 に 菌体 を
懸濁さ せ ､ E M 2 0fL g/ml含 有H I寒 天平板 で ､ 3 7℃ 培養 ､ 第1段階
形質導入株を得た ｡ 得 られ た形質導入株を供与菌として ､ フ ァ ー ジ
8 0 L 2を 用 い ､ 同様 の 方法 で 受容菌N C T C8 3写5に 第2段 階形質導入
した6 0)0
50%発育阻害濃度(ID )の 測定
被験菌をTSB 5mlで 37℃ - 一 夜 培養した ｡ こ の 菌液 を m ediu m Hで
OD6 1 ｡約o. 10 になる よう に調整後 ､ 3 7℃ で 対数増殖期(約3時間培養)
ま で振鼓 した ｡ さ ら に ､ こ の 菌液を ､ 2/3ま た は3 /4段階希釈濃 度
の 薬剤を含む m ediu m Hに懸濁(oD6 1 ｡約o. 10)し ､ 3 7℃振漫培轟､ 培
養液 のOD6 1｡を経 時的 に測定した｡ 50 %inbibito ry do s e(I D5 ｡)は薬
剤を加えな い 場合 に おけ る最大発育速度と薬剤添加群 におけ る そ れ
と の 比 か ら発育阻害度(%)を求め ､ 濃度 - プ ロ ビ ッ ト相関を最小自乗
法 に より得 て 5 0%阻害濃度を算出した6 1)0
大量培養 と集蘭
被験菌 をTSB 5mlで 3 7℃ - 夜培 養｡ こ の 培養液 をN B Y80 0mlに
ー 3 5-
加え､ 37℃ で - 一 夜 培養した ｡ N B Y9 1に前培養菌液80 0mlと ､ あ ら
か じめ別滅菌 した グ ル コ ー ス 10g/2 0 ml､ さ ら に 滅菌 済み ア デ カ
ノ ー ル 2滴 を 無菌的 に加 え､ 3 7℃ で 通気培 養をした ｡ 菌液 の OD61｡
が0.35 - 0. 5で 速 や か に 10℃ 以 下 に 急冷 ､ 培 養 を停止 し た ｡ 4℃ ,
9,50 0× g(R PR 1 0- 2,日 立), 1 0分 間遠 心集菌 した . 菌体重量 の 約2
倍量 の H E P E S- A媛 衛液(pH 7.6)で 2回菌体を洗 浄後 ､ 細 胞内成分調
製時ま で - 8 0℃ で 保存 した6 2)･6 3), 6 4),6 5)0
リ ボ ソ ー ム 及 びslOO画分 の 調製
M a oの 無細胞抽出成分調 整法6 2)を 若干改変した 63)･6 6)｡ 即 ち ､ 冷凍
保存した 菌体 に細胞磨砕 用酸化 ア ル ミ ニ ウ ム を 菌体重量 の 2.5倍 量
徐徐に加え ､ 乳棒 を用 い乳鉢を保冷しなが ら菌体を破砕 した｡ こ れ
にD Na s eI【(菌体重量 ＋酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 量)× 3fL g/gl, fIEPES- A
媛衝液(菌体重量 の1､. 5倍量)を加え よく混和 し､ 4℃ , 9,600× g, 10
分間冷却遠心 した ｡ 以下 の 操作は全 て 4℃ で行 な っ た ｡ こ の 上 清 を
3 0,0 0 0×g, 30分 間遠心後 ､ 2ノ3上清を同条件 で 再度遠心 し た｡ さ
ら に3 /4上清 を105,00 0× g, 2時 間遠心 し ､ 1/3上清 をsl O O画分 ､
沈 澱 を リ ボ ソ ー ム 画 分 と し た ｡ こ の S IO O画 分 は ､ 50 0倍 量 の
H E P E S- A緩 衝液 で 2 - 3時間 の 透 析後､ さ ら に5 0 倍量 の H E P ES- A
凌衝液で 一 夜透析 し ､ 液体窒素(- 19 6℃)中 に保存 した
6 2)･6 5)･66)
.
一 方 ､ 105,0 00× g沈澱 は ､ H E P E SI B緩 衝液約 5mlに懸濁し ､ -
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夜撹拝後 ､､ 30,0 00× g, 3 0分 間遠 心 し た ｡ こ の 上 清 を105,00 0× g,
2時間遠心 し ､ 得 ら れ た沈澱をHE P E S- ･A 緩衝液約o.5 - 1 mlに懸濁 ､
ホ モ ジ ナイ ズ したも の を H E P ES- A緩衝 液 で 一 夜 透析 し ､ 3 0,00 0×
g･ 3 0分 間遠心 した o そ の 上 清 に つ い て A2 6 ｡を測定後､ リ ボ ソ ー ム
画分 と し て液体窒素 卜 19 6℃)中 に保存 した6 2)･6 5)･6 6)0
旦旦土芝出 壁夏空 出互生聖 地 全旦
1
.
Om M A T P, 0･ 5m M G T P, 400′上 g P E P
- kin a s e/mlを用 時調 製し
たも の ､ 抗 生物質(oま た は適量)､ 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム .(50m M)､ 酢 酸
マ グネ シ ウ ム (1 6m M)､ H E P ES(10m M , pH 7.6)､ D TT (0. 1m M)杏
こ の 順 に加 え ､ あ ら か じ め 調 製 した リ ポ ソ ー ム(2･ 5 A2 6 ｡単 位)､
poly(A)ま た はpoly(U)､ SIO O画分(蛋 白量 と して 2mg/ml)を加え全
量90〝1と し た ｡ こ の 溶液 をあら か じめ 3 7℃ , 5分 間加温 し､ こ の
も の に1 4c - 1ysin eあ る い は1 4c- phe nylala nineを 10FLl
一
(o･o 5FL C i)加
え反応を開始さ せ ､ さ ら に 3 0分間イ ン キ エ ペ - ト した ｡ こ の 反 応
液の 90/∠1を 円形 ろ紙(ワ ッ ト マ ン 2 M M, 22m m)に 吸着 し6 7)､ 1 5秒
間風乾さ せ た ｡ こ の ろ紙 を14c -1ysin eの 場合 : o. 2 5%タ ン グ ス テ ン
酸ナ トリ ウ ム を含む5% トリ ク ロ ロ 酢酸(w - T C
､
A)溶液中 で0℃ , 60分
間放置 し試料 を固定 した 6 8). さ ら に 別 の W - T C A液 で0℃ , 5分 間放
置後 ､ 新 た な w I TCA液 で 9 0℃ , 3 0分 間 加 熱 し た . 1 4cI Phenyト
ala nin eの 場合 : o℃ , 6 0分 間 の 試料を固定を10 %T C A及 び以 下 の 操
- 3 7-
作を5%TCA に換え行な っ た ｡ そ の 後 ､ エ 夕 ノ ー )i/と エ ー テ ル の 1:1
混合液中 に浸 し ､ 3 7℃ , 3 0分 間放置後 ､ 同混液 で さ ら に洗浄後､ エ
ー テ ル 中 に 1 5分間室温放置､ ペ ー パ ー タ オ ル 上 で 乾燥 した . 乾燥
した円形 ろ紙 を ､ ト ル エ ン シ ン チ レ 一 夕 (ppO 4g, POPOP 0.1gを
ト ル エ ン11中 に含 む)約1 0mlと 共 に バ イ ア ル 中 に入 れ液体 シ ン チ レ
- シ ョ ン カ ウ ン タ(LSC- 10 0 0型 ,ア ロ カ)で測定した6 5).
実 験結果
第2節 pM 耐性遺伝子 の 形 質導入
S 704由来p M耐性遺伝子は フ ァ ー ジ 80を用 い てSA l 13(受容菌)に
形質導入 し ､ 導入 珠 は E M 2 0〝 g/ml含 有B H I寒 天 で 選択 した ｡
s A l 13 へ の 導 入 原皮 は3.8× 1 0
- 1 1
で あ っ た . p M耐性遺伝子 は ､
N C TC 8 32 5株 の 制 限酵素 に よ る 攻撃 をま ぬ か れ る
■
よう に ､ SA l 13
昧中であ らか じめ修飾さ れ る ? 次 にP M耐性形質導入株sAl13を償
与株と し て フ ァ - ジ8 0L 2を用 い て NC T C 832 5(受容菌)に形質導入
した . 導 入 頻 度 は 1.0× 10
h 9
で あ っ た o 得 ら れ た 形 質導入 株
8325M M T 7は ､ 各種 M LSの M IC値 ､ デ ィ ス ク 拡散法 に よ る表現型
から親株 のS7 0 4の そ れ ら と良く対応した(Table･5, F ig. 5)0
一 38-
Table 5 Minim u m inhi bitory c o n c e ntratio n s of s o m em acro-
1i de, 1in c os a mi de a nd streptogra min type B anti biotics
again st S. a uTe U S
M IC (〃 g/ml)
Anti biotic N C TC 8 3 2 5 S 7 0 4832 5 M M T 7 IS P 2 1 7
E M 0. 3 9 >800 >80 0 >8 0 0
0L 0. 78 >8 0 > 800 ･> 80 0
S P M 3. 1 3 >800 4 0 0 >8 0
JM 0. 78
R K M 0. 7 8
M D M 0. 78
MOM 0. 7 8
TS 0. 78
M C M 0. 2 0
RS M 0.3 9
LC M 0. 78
C L DM 0.05
M EM - B 6. 2 5
2 0 20 0 >80 0
6. 25 3. 1 3 40 0
>1 00 >10 0 >8 0
50 2 5 >10 0
6. 2 5 6. 2 5･ > 8 0
3. 13 6. 2 5 >10 0
>10 0 >1 00 >1 00
0. 78 0. 39 > 8 0 0
0.05 0.05 8 0
6. 2 5 6. 2 5 >800
A b br e viatio ns : E M, erytbro mycin; OL,
spir a mycin; JM , jo s a mycin; R E M,
mi de c a mycin; MOM , mioka mycl n;
m ycina micin; R S M, r o s a micin; LC M,
clinda mycin; M K M- B , mi ka mycin B
ー 39-
ole ando mycin; SP M,
r okita mycin; M DM ,
TS, tylo sin; M C M,
1inco mycin; CLD M,
(A)S. a u re u sS 7 0 4
oL TS M D M M O MRSM L CM
S P M
_
J M R K M M CM M K M･B C LD M
(B)S. aw e us8325 MM T7
0L T S M DM M O MRS M LCM
･
‾
う
i■つ,二主
0 =ip
(｢′
8-
I::-
:
;'■
番
1:-≡;:
ち l
SP M JM R KM MCM M K M･B CLDM
F ig. 5 E Efe ct of eryt hr om ycin o n the su sceptibility of S.
a ure u sto m a c r oli de. 1inco s a mi de a nd streptogr a min B
antibiotics.
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第3節 p M耐性 黄 色 ブ ド ウ 球菌 に 対 す る M L Sの 50 %発 育阻 害
濃 度(I D i
M L S の P M耐性 s. a ロr euSに 対 す る 発育阻害は ､ 対 数期 の タ ン パ ク
質合成を抑制する こ と にあ る ｡ 従 っ て ､ 対数増殖期 に お け る発育速
度の 比 をも っ て 阻 害撃と した ｡ 即 ち ､ 下 式 に従 い 薬剤 の存在 しな い
被験蘭株 の 最大発育速 度(oD61｡/min)に 射 し ､ 各種薬剤 の 段 階希釈
濃度存在下 に おける最大発育速度と の 比 よ り 阻害度(%)を求めた ｡
H｡
= 1 0 0(ト Kg/a)
H｡:対数期抑制作用 に対する 阻害度(%)
E:薬剤 の存在しな い 時 の 最大発育速度
E
g
:薬剤存在下 に お け る最大発育速度
こ の 結果 から プ ロ ビ ッ ト法 に よ り5 0%発育阻害濃度(ID5｡)を算出
した61'o T able 6には83 2 5 M M T 7及びN C T C832 5 のI D5 ｡億を示した ｡
感受性株 と の 耐性度 を比較す る た め ､ 83 2 5 M M T 7/N C T C 8 3 25の
比 を 示 し た(Table 6)o 1 4貞環 M a cの EM , OLの I D5 0催 は ､ 83 25
M M T 7が2.1× 10
… 3
- 1. 5× 1 0
ー 4
M で あり ､ NC T C8 32 5 のそ れ と の
比 は ､ そ れ ぞ れ 約2,700､ 1 7,5 0 0倍 で あ っ た ｡ 16貞環M acの 場合
の 83 25 M M T 7/NCTC8325の 比 は ､ JM , M D M, R S Mが267､ 34 4､
895倍 ､ SP M, RE M, MOM , TS, MCM は約 50倍 以 下 で あ っ た ｡
LC Ml, C L D M, M K M- B は ､ ほ ぼ 感受性珠と同 じI D5 .億 を示した ｡
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Table 6 Fifty per cent inhibito ry do se s (I D5 ｡) of s o m e
m a crolide, 1in co s a mide a nd streptogra min type B anti bio-
tic s against the gro w th r ate of S. a ure u s
I D5 0(M) R えtio
Antibiotic 832 5 M T 7 NCTC 8 3 2 5 8 325 M M T 7/ N C T C 8325
E M
OL
SP M
JM
RE M
M D M
MOM
T S
M C M
RSM
L C M
C L D M
M E M- B
1. 5 ×10Ⅶ
4
2. 1 ×1 0‾3
4. 2 XI O
- 5
5.6XI O
”
2.7 ×10‾
6
2. 1 ×10
‾ 4
1. 4 XI O
～ 5
1. 0× 10
M 6
2.0×1 0‾6
7 .7 × 10
叩 5
1. 5 × 1 0
- 7
4
. 7 × 10
- 8
4.0 ×10
‾ 6
5. 5×10
q 8
1. 2 ×1 0ー 7
7. 7×10
‾ 7
2
. 1XIO
- 7
1 . 8 ×1 0
仙 7
6.1 ×10
‾
7
3. 3 × 10M
7
3. 7 ×10
M 7
9. 8×10山
8
8. 6 X IO～
8
3.9×1 0
仙 7
1. 2 × 1 0
‾ 7
3. 3 ×10‾
6
2 7 27. 3
1 7 50 0. 0
5 4. 5
266. 7
1 5.0
3 4 4
. 3
4 2
. 4
2. 7
2 0. 4
8 9 5. 3
0.4
0.4
1. 2
A bbreviatio n s :E M
, erythro mycin; OL,
spira m ycin; JM , JOSa myCin; R K M,
mide c am ycin; M OM , mioka myc ln;
m ycin a micin; RSM , ro s a micin; L C M,
clinda mycin; M K M- B, mika mycin B
ー 4 2-
ole a ndo mycin; SPM ,
rokita m ycin; M D M,
T S
, tylo sin; M C M,
li血
-
co m ycin; C L D M,
第4節 黄色 ブ ド ゥ 球菌 の 無細胞 タ ン パ ク 質合成系 の 改善
M acの 一 次作用点 であ る 1) ポソ - ム の タ ン パ ク 質合成阻害に お け
卑検討は ､ ま ず14貞環M a cに お い て 阻害効果 の み られ る こ とが知 ら
れて い る poly(A)を メ ッ セ ン ジ ャ ー と した14c- 1ysineの polylysin e合
成系を 主 に用 い て 行 な っ た o p M耐性機構 は ､ リ ボ ソ - ･ ム に よ る 耐
性とリ ボ ソ ー ム 以 外 の 細胞 質成分 に よ る耐性と の い づ れ に起因す る
の で あ ろうか ? そこ で ､ リ ボ ソ ー ム と細胞質成分であ るSIO O画 分
の組み合わ せ を ､ IS P 4 4 7と E . coIL･ Q13を用 い て 検討 した . Table
7に はIS P44 7､ Q13由来 の そ れ ぞ れ の リ ボ ソ ー ム 及 びslOO画分 を
用 い た
1 4
c -1ysin eの polylysine へ の 取 り込み量 を示 した ｡ ホ モ(例 :
S･ a u,e us由来リ ボ ソ ー ム と 当該菌由来sl O Oと の 組み合わ せ)､ ヘ テ
ロ(例 : s･ a u T e u SEb 来リボ ソ ー ム とE･ c ol)･由来slO Oと の 観み合わせ)
の組み合わ せ に よ る1 4c-1ysin e取 り込 み で は ､ H E PE S- A緩 衝液 に よ
る2回洗浄リ ボ ソ ー ム を用 い た場合､ 取 り込み活性が良くな っ て い
る o ヘ テ ロ の 組 み合 わ せ で は s･ a u reu sリ ボ ソ ー ム(2回洗浄)とE .
c olj Ql･3由来slO Oの 場合 が最も取り込み活性が高 い 値 を示 し た .
こ の 場合 ､ つ ま り ､ ホ モ の 組み合 わせ の 場合 に 戟 ベ 1 4c -1ysin e取 り
込み量が約3倍増加 した ｡
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Table 7 ･Poly(A)
- dir ected polylysin e synt he sis by c el トfre e
e xtr acts co ntaining indic ated SIO O a nd eithe r E. c ol)
･
Q1 3
o r S･ a u r e u sIS P 4 4 7ribo s o me s w a shed with H E P ESI A or
H E P ES- B buffe r
SI O O
Ribo so m e s
w a shed
withmediu m
HE P ESI A HE P E S- B
14
c-1ysin eincorpo r ated
into polylysl n e
(pm ol/mg of ribo so m alprotein s)
Wa shed
a)
On c e Twic e T hric e
Q13 ISP44 7
Q1 3
ISP 4 4 7 Q13
IS P 4 4 7 ISP 44 7
Q13 Q1 3
2 29.6
ISP 44 7 7 18. 1
31 8
. 5
1 9 2. 7
435. 5
2 4 2
. 4 2 36.1
7 7 1. 9 N T
34 4.0 N T
2 0 4.0 N T
4 7 7. 2 389. 7
a) T he ribo s o m e spelleted by a c e ntrifugation w e r e
s u spe nded by an indic ated m ediu m (on c e). A pa rt of the
ribo s o m e su pe n sio n w a s c e ntrifiged again, s o that the
pelleted ri bos o m e s w e r e s u spe nded(twice), a nd the siⅡlila r
pro c edu r e w a sfnrt he r r epe ated (thric e). The ri bo so m e
s uspe n sio n s obtained in e a ch step w ere.dialys ed ov e r night
again st H E P ES- A buffe r.
A b bre viatio n :N T
,
n ot te sted.
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次に ､ こ の ヘ テ ロ の 系(ISP447由来リ ボ ソ ー ム ＋E. c ol,･ Q13由来
sl O)に お け る 至適poly(A)濃度を調 べ る 目的 で ､ H E P ES- B壕衝液
洗浄 後 の リ ボ ソ ー ム と ､ 各 種s lOO画 分 の 組み 合 わ せ に お け る
polylysin e合成量 を測定した(Fig. 6)0 ISP 4 4 7及 びQ13由来リ ボ ソ
ー ム は ､ そ れ ぞれ 62･ 5, 1 2 5FL g/mlが 至過渡度で あらた ｡ 無細胞抽
出成分は液体窒素(- 1 96℃)中 に保存す る万が 一 80℃ 保存 より安定
であ っ た(Table 8)0
ISP4 4 7由来リ ボ ソ ー ム とE. col)' Q13由来s lO Oの ヘ テ ロ 系 を用 い ､
poly(A)依 存 polylysine合 成 系 ､ 並 び に poly(U)依 存 poly pben yl-
alanin e合成系 の M LS に対す る感受性 の 有無を確認す る 目的で ､ 1 4
貞環M acと し て E M､ 16貞環M a cと してJM の 阻害効果 を検 討した ｡
poly(A)を メ ッ セ ン ジ ャ ー に 用 い た 場合 は ､ 1 4, 16貞環 い づ れ の 薬
剤も polylysin e合 成 を 阻 害 し た ｡ poly(U)を 用 い た 場 合 ､ JM は
polypbe nylala nin e合 成を 阻害す る の に対 し ､ E Mは10 0〃 g/ml添加
時にお い て も全く阻害 は認め られなか っ た(Fig. 7)｡ こ れ ら基礎実
験 の 結果を踏まえ､ p M耐性株由来リ ボ ソ ー ム の 薬剤感受性 の解析
に は
､ poly(A)依存polylysine合成系を用 い る こ と と した ｡
PM 耐性s704由来 l) ボ ソ - ム と ､ E. coll
'
Q1 3由来$10 0画分また
はS704 (SI O O琴分 がp M耐性 に 関与 し て い る 可 能性 を考慮 し て)由
来sl OO画分と の 組み合わせ系 に おけ るSP Mの 阻害効果を観察した ｡
い づ れ の 組 み合 わ せ の 場合 も､ 同 一 の 阻害 プ ロ フ ァ イ ル を示 した
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(Fig･ 8)o こ の こ と よ りp M耐性 に はs lOO画 分 の 関与 は なく , リ ボ
ソ ー ム が 関与し て い る と考えられ る ｡
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F ig･ 6 E ffe ct of poly(A)c o n c e ntratio n o npoly(Lys) synthe sis
by ho m ologo u s a nd hete r ologo u s syste ms c o mpo s ed of
w a shed ribo s o m e s a nd SIOO of eithe r S. a u r e u s･ISP 4 4 7o r
E
. c ol)
'
Q13
Symbol:(0), cell- fr e e extracts c o ntaining ISP 4 4 7rib.-
so m e a nd SIO O;(㊨), ISP 4 4 7ribo s om e s a nd Q1 3SIO O;(△),
i Q13 ribo s o m es a nd IS P 4 4 7SIO O;(A), Q13 ribo s o m e s a nd
Ql･3 S IO O.
ー 4 7-
Table 8 Poly(A)- dir e cted polylysine synthe sis by ho m ologo u sly
c e11- free extr a cts containing ribo so m e s a nd SIOO fr o m
either S. a uTe u S Or E. col)
'
B a cteria
In corpo r atio n of
14
c -1ysin e
into polylysin e
a)
(p m ol/m g)
Sto rage at
- 80℃ - 1 9 6℃
S･ a ure u sISP 4 4 7 8. 5 192. 7
EI C Oll
'
Q13 84.6 43 5. 5
a) T he in corpo r atio n of 1 4c -1ysine into the polylysin e
fr a ctio nin the abs e nce ofpoly(A) w a s s ubtr acted fr. m the
c o re spo nding total in c o rporatio n in the pre s e nc e of the
polyn u cle oti de.
ー 48 -
(%)
100
書
0
(q
l=
･
-S50
L
0
a
J
0
0
⊂
0
F ig.
0 0.1 1 10 100
Antibiotic(FLg/m[)
E ffect of m a c r olide a ntibiotic s on poly(Phe) a nd
poly(Lys) synthe sis by c ell- fr e e extra cts c ontaining S.
a uT e u S
'
s w a shed ri bo s o m e sand E. c oli
'
s S- 10 0
T he exte nt of incorpo r atio n activity w a sdete r min ed
by c alc ulating the r atio of poly m e riied a min o a ci d in t he
pr es enc eto the abs e n c e of a n a ntibiotic.
Sym
.
bol‥ poly(Phe) synthe sis again st efythr o mycin(○),
a nd leu c o mycin (@); poly(Lys)synthe sis against erythr.-
m ycin(△), a nd leu c o mycin(A).
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100
⊂
0
･l･ 一
望 50
⊂
㌔
0
A
1 0
-8 10
-7 10
-6 1 0
-5 1 0
-4
Conc e ntratio n ofspiramycin【M]
1 0 0
⊂
0
三∈
⊥l⊃
王 5 0
⊂
i
0
B
1 0
-8 10
-7 1 0
-6 1 0
-5 10
-4
Conc entration ofspjr a mycin[M】
F ig･ 8 E ffe ct of spir a mycin o n poly(A)- dir e cted polylysin e
synthe sis by c ell-fre e e xtr a cts containing ribo s o m es fr o m
S. a u r e u s
Re aQtio n mixtu re s contain ed SIO Ofr
◆
o m E. col1
'
Q13
(A)o r S. a u r e u s(B).
Symbol:(○), cel 卜fre e extra cts c o ntaining N C T C 8325
ri bo s o me;(○), 8 3 2 5 M M T 7ribo s o m e s;(□), S 704 ribo s o m e s.
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第5節
■
poly(A-)依存 polylysin e
リ ポ ソ ー ム
旦昼丞に お け る p M耐･ 性 株 由来
S･ a u T e u S83 25M M T 7
,
N C TC8 32 5由来リ ボ ソ ー ム の poly(A)依存
polylysin e合 成系 に 対 す る M L S の効果 を検討し た｡ こ れ ら菌株由来
リボ ソ ー ム 活性 に 対 す る 各種抗生 物質(M LS)に よ る 阻害曲線 か ら
I D50を 求め た(Table 9)o EM の 場合 ､ 細胞 レ ベ ル で ､ 8 3 25 M M T 7が
I D5 .
= 1 ･ 5× 10
巾 4
M (Table 6)で あ る の に 対 し, 83 2 5 M M T 7リ ボ ソ
∵ ム レ ベ ル の そ れ はI D5 ｡
- 1
･
2 ×1 0‾
5
M すな わち約1 2倍感受性であ っ
た o こ の こ と は ､ E M の細胞 内透過性 の 変化が 一 部 耐性発現 に関与
して い る こ と を 示 唆 して い る ｡ ま た ､ 83 25 M M T 7リ ボ ソ ー ム は ､
受容株N C T C83 2 5リ ボ ソ ー ム に お け るE M のID5 ｡(4･1 ×10
- 7
)よ り約
30倍低 感受性で あ る こ と か ら ､ 8325 M M T 7リ ボ ソ ー ム がEM に対
する耐性 の 主要因 であ る と考えられ る o JM , S P M, M D Mの 場合も ､
E M の場合と ほ ぼ同様な差が認め られた(Table 9)0
832 5 M M T 7ま た は N C T C832 5由来リ ボ ソ ー ム レベ ル に お け る各薬
剤のI D5 0値 は ､ 細胞 レ ベ ル の それとよく対応 した｡ 同様 にP M耐性殊 に
対し て抗 菌活性 を示す TS, R K M, LC M, M K M- B の場合 ､ い づ れ も
8 32 5 M MT 7由来リボソ ー ム の 感受性(I D5｡)は ､ 細胞 レ Jiル で の 感受性
と同じ で あ る こ と か ら ､ こ れ ら薬剤に対するリボ ソ ー ム の 感受性が細
胞 レ ベ ル の 感受性に反映して い るもの と考えられる｡ 以 上 の 結果 は ､ pM
耐性 は 主としてリボソ ー ム の性質に起因す ろも の であ る こ と を示唆す る ｡
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Table 9 E ffe ct of m a crolide･ lin co s a mi de and streptogr amin
ty pe B antibiotics o npoly(A)- dir ected polylysin e syntile Sis
by cell- fre e extra cts co ntaining ribo s o m e sfro m S. auTe u S
a nd SI OO fr o mE. c oli
I D
5 0(M) Ratio
Antibiotic 8 3 25 M M T 7 NC T C 8325 832 5M M T 7/N C TC832 5
E M
S P M
JM
R K M
M D M
T S
LC M
M KM - B
1. 2 × 1 0
- 5
3. 4X l
.
0-
6
2.3× 10仙
5
1. 1 XIO～
6
5. 2 ×1.0
冊5
2
.6 ×10
I 7
5. 4 × 1 0
M 7
1. 4 ×1 0】6
4
. 1 ×1 0≠
7
4. 0× 10
‾ 7
4. 8× 10
叫 7
3.1 ×1 0～
7
3.8×10仙‾
7
3. 4 ×10
叫 7
4.9×10
州 7
9.3×10‾
7
29. 3
8. 5
4 7
.9
3. 5
136. 8
0. 8
1 .1
1. 5
A b br eviatio n s :EM , erythro mycin; SPM , spira mycin; JM ,
jo s a mycin; R EM , r okita mycin; M D M, mi deca mycin; TS,
tylo sin ,
･ L C M
･
linc o mycin; MK M - B, mi ka mycin B .
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考察
P M耐性機構 は ､ 不 括化 に よ る 可 能性 は否定 的 であ っ た(第1章)0
そ こ でP M耐性 の 要因が ､ リ ボ ソ ー ム 画 分あ る い はslOO画分の い づ
れ にあ る の か を ､ poly(A)依存polylysin e合成系を用 い て 検討 したと
こ ろ ､ SIO O画 分 にP M耐性機構 の 要因は存在 しない こ とが判明･した ｡
E M, S P M, JM ･ M D Mは細胞 レ ベ ル(M I C及 びI D5 ｡)の み な らず､ リ ボ
ソ ー ム レ ベ ル で 耐性を示した｡ そ れ に対しTS, R E M, LCM , M E M- B
で は ､ リ ギソ - ム レ ベ ル に お い て も N C TC83 2 5由来 の リ ボ ソ ー ム
と同程度 の 感受性を示 した ｡ 従 っ て ､ リ ボ ソ ー ム レ ベ ル の 感受性 が
細胞 レ ベ ル の 感受性 に 反映され て い る と考えら れ る ｡ こ の 結果 は
P M耐性機構 が ､ リ ボソ ー ム の 質的変化 に基 づく こ と ､ ま た ､ こ の
I
質的変化 は 一 部 の Ma c(E M, S P M, JM , M D Mな ど)に対 して ､ 恐 らく
化学構造上 の 差異 に基 づく特異的な耐性をもたらす こ とを 示唆し て
い る ｡ しか し ､ E M, SP Mに お い て 細胞 レ ベ ル のI D5 0が リ ボ ソ ー ム レ
ベ ル に お け るI D5 ｡よ り 約1 2倍高 い ､ 即ち細胞 レ ベ ル が耐性 であ る ｡
こ の 事 は 一 部透過性変化 に基 づく 耐性機構 の存在が示唆され る ｡ つ
まり ､ リ ボ ソ ー ム レ ベ ル の 耐性及 び薬剤 の 膜透過性 の 変化 に関与す
る ､ 二 つ の 遺伝子 が存在する可能性が考えられ る ｡ そ の 理由と し て
i)形質導入株の 導入 額度が極め て小さ い こ と ､ ii)現在 ､ E M感受性､
SP M耐性 の セ グリ ガ ン トが得られ て い るこ と の 事実を挙げ,る こ とが
できる ｡
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P M耐性遺伝子 は染 色体 上 に局在す る こ と が ､ 著者 ら の 研究 グ ル
ー プ の 報告 に よ っ て 明 らか に さ れ て い る23)o 形 質導入額度は約10-ll
と1 0
‾ 9
で あ っ た ｡ 後者 は re strictio n∴ m odificatio n＋ 菌株 を使用 し
たと は い え ､ 弱 い な が らr e striction を受 け た こ と に起因す る も の と
思 わ れ る o 8 32 5M M T 7株 に 対 して ､ MLS(1 3種)を 用 い た感受性試
験 ､ 並 び に E Mを 耐性誘導剤 とした耐性誘導試験結果が ､ 親 株s7 0 4
に お け る同試 験結果と ほ と ん ど 一 致 したo こ の 結果 よ りs704由来
の P M耐性遺伝子 は ､ 感受性受容株N C T C 8325に 伝達され たと考 え
られ る ｡
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第3 章 リ ボ ソ ー ム 5 0 S亜粒 子 の 薬剤親和性
M LSはリ ボ ソ ー ム の 5 0S亜 粒子 と1:1で 結合 し ､ そ の 結合 は可 逆
的 であ る とさ れ て い る1 2),1 3',1 4)｡ 既 知M L S耐性機構 は､ 5 0 Sリ ボ ソ ー
ム 亜粒子 の 2 3S rR N A の特定 ア デ ニ ン 残基が ジ メ チ ル化 さ れ た結果､
M LSと の 親和性が低下 し耐性 と な る25),2 6)･2 7)｡ p M耐 性機構 は前章 に
みた如く ､ リ ポ ソ ー ム の 質的変化が主要田 であ る こ とが示唆された .
そ こ で 著者は ､ こ れ ら両者 の リ ボ ソ ー ム の 間 に 差異があ る か否か を
明らか に す る 目的 で ､ E M, JM , R X M のリ ボ ソ ー ム 亜 粒 子 に対す る
親和性､ 即ち ､ 解 離定数(Kd)及び結合部位数に関して検討 した｡
第1節 実験材料 と方法
菌株
■ ■
- ■■
S･ a u)一e a sNCT C83 2 5, 83 25M M T7, S 7 0 4及 びISP2 1 7を用 い た .
試薬及 び抗生物質
非放射 活性 の E M, JM , R K M の他 に ､ 1 4c - E M(3.6 8m Ci/m m ol),
1 4
cI R K M(4･ 3 2m C i/m mol),
1 4
c -JM (4･ 5 5m C i/m m ol)は旭化成 (旧
来洋醸造)よ り分与され たも の を用 い た o 密度勾配用シ ョ 傭 は半井化
学よ'り そ れ ぞ れ購入 した ｡ 放射活性測定用液体シ ン チ レ 一 夕 はA CS
IIを用 い た ｡ そ れ以外 の 試薬は前章ま で に 述 べ たも の を使用した ｡
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14
c - M a c- 1) ボソ - ム 亜粒 子複合体 の シ ヨ 糖密度勾配遠心
l) ボソ - ム(20A2 6｡単 位)及 び
14
c - M ac約 3,0 0 0pm olを10m M Tris
一 塩 酸媛衝液(o･1 m M酢 酸 マ グネ シ ウ ム , 5m M 塩化 ア ン モ ニ ウ ム 含有)
中で 3 7℃ , 3 0分 間 反応後 ､ 同 一 媛衝液 で作成 した10 - 2 8%シ ョ 糖
密度勾配 で5 1,9 00 ×g(R P S- 2 7ロ ー タ ー , 日立), 15時間遠心した1 2)0
遠心 後 u v coR D II 8 30 0(L K B)を 用 い A2 6 ｡を 測 定す る と と も に
0･35 mlず つ 分取 した ｡ そ の 画 分 o. 1 mlをA CS II 4mlと 混和後 ､ 放
射活性を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー (LS C- 10 00, ア ロ カ)で 測
定した ｡
14
cI M a c- リ ボ ソ ー ム 複合体 の み かけ の 解離定数並 び に結合部位数
1)限外 ろ 過法 : s. a u'e ロS NC T C832 5, 8 32 5 MM T 7及 びs704由
来リ ボ ソ ー ム 5A2 60単 位(1 5 5pm ol)
12'をH E P E S- A媛衝液500〃1中 で
約30 0pmム1か ら段 階希釈 した 各濃度 14cI E M, 1 4cIJM , 1 4c- R K Mを
3 7℃
, 3 0分 間反応させ た . 結合1 4c- M a cと 遊離1 4c - M a｡の 濃度を 限
外ろ 過法 に よ り測定 したo 即 ち ､ セ シ トリ フ リ ー (M PS-3, ア ミ コ ン)
を用 い ､ ろ 過前 (結合
1 4
c - M ac＋ 遊 離1 4c - M a c)の 放射活性及び1,50 0
×g , 5分 間遠心後 の ろ液(遊 離
14
c - M a c)の 放射活性 の差を も っ て リ
ポ ソ ー ム に結 合した叩a c量 と し た ｡ み かけ の 解離定数は+ 1 4c - M a c
がリ ボ ソ ー ム た50 %結合した時の 測定億 より算出した1 4'.
2) エ タ ノ ー ル 沈 殿法 : エ ツ ベ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に リ ポ ソ ー ム
- 5 6-
2.5 A2 6 .単位及び
14
c - M ac の 各段 階希釈濃度 を含むtI E P ES- A夜番液
100〃lを3 7℃ , 30分 間 反応さ せ ､ 冷 エ タ ノ ー ル を50〃1添加した後
水冷中 に2分 間放置した｡ 反 応溶液 は1 5,000 ×g, 1分間遠心 し上 清
と沈殿 をそ れ ぞれ A CSII4 mlと混和後 ､ 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ
ウ ン タ に よ り放射活性を測定 し結合14c - M acと 遊 離1 4c - M左cの 濃度
を算出した14'｡ こ の結果からス キヤ ツ チ ャ ー ドプ ロ ッ ト法 に よ っ て ､
み か け の 解離定数(K d)及びリ ボ ソ ー ム の 結合部位数を求めた .
実 験 結果
象蔓垂____二
4
c- M a cと リ ボ ソ ー ム 亜粒子と の結合
低濃度 Mg2 ＋(o. 1 m M)存在下 シ ョ 糖密度勾配 遠心法 でP M耐性由来
リ ボ ソ ー ム を 小 亜粒子(3 0 Sと 50S)に解離さ せ
14
c - M a cと の 結合を検
討したo 8 32 5 M MT 7由来50 S亜粒子 は1 4c - E Mと結合しなか っ たが ､
14
c - R K Mと は 結 合 した(F ig. 9A, D)｡ こ れ に 対 しNC T C8 325由来
50S亜粒子は ､ 1 4c- E M, 1 4c I R E Mい づ れ とも結合 した(F ig. 9B, E)0
こ の こ と は ､ poly(A)依存polylysine合成系 に お け る リ ボ ソ ー ム が
E M低感受性 であ っ た こ と ､ 即 ちリ ボ ソ ー ム の 質的変.化を推論 した
こ と と整合す る結果である ｡ 構成型 M LS耐性ISP 2 1 7由来5･o s亜粒子
は
1 4
c - E Mと 全く結合しなか っ た(F ig. 9C)｡ しか し ､ ISP 21 7は細胞
レ ベ ル で 高度耐性を示 すに もかかわらず ､ 1 4c- R X Mが5 0 S亜粒子 に
- 5 7-
わずか に結合した(F ig. 9 F)｡ こ の こ と は R K MがE M の結合部位と共
通す る 部位 の 他 に
■
も結合部 位を 有す る 事 が考 えら れ る ｡ 一 方 ､
14
c - R E Mは 既 知M a cと 同様 ､ 5 0 S亜粒子結合 する 点(F ig. 9D, E)で
は共通 し て い た ｡
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第3節 M a cと70Sリ ボ ソ ー ム の み かけの 解離定数
Ma c- リ ボ ソ ー ム 複合体 の親和性を定量的 に表現す る ため ､ み か け
の 解離 定数を先ず限外 ろ 過法 で測定 した ｡ M ac- 1) ボ ソ - ム 複合体
が平衡状態 に達した後 ､ 遊 離 14c- M acを セ ン ト リ フ l) - を用 い て 限
外 ろ過 に よ っ て 分離測定した ｡
F ig. 10は70Sリ ボ ソ ー ム 1 5 5pm olに 対 し て添加した
1 4
c - M a c墓(樵
軸)､ 縦 軸 に は リ ボ ソ ー ム に 結合 した薬剤量 を プ ロ ッ ト した ｡
14
c -
EM ,
1 4
c -JM の 場合 ､ 8 3 2 5 M M T 7, S 0 4由来リ ボ ソ ー ム と は ほ と ん
ど結合 し なか っ た の に 対 し ､ NCTC832 5由来リ ポ ソ ー ム と は ほ ぼ
比例 的 に結合 し た(F ig. 1 0 A, B).
1 4
c- R K Mの 場合 ､ s 704ま た は
8 3 2 5 M M T 7由来リ ボ ソ ー ム と の 結合量が 1 4c - E M,
14
c -JM そ れ に 比
べ 増加 し て い る の が認 め ら れ た(F ig. 10)｡ し か し ､ p M耐 性株由来
リボ ソ ー ム の RK M結合量 は N C T C 8 3 2 5由来リ ボ ソ ー ム の R K M賠合
量 に は達しなか っ た(F ig. 10)0
ー 60-
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限外 ろ 過法 に よ る 測定 は1 4c- M a c添加量 の 増加 に伴う非特異的吸
着が起 こ り ､ 薬剤 の 飽 和結合量が 得られ なか っ た ｡ 従 っ て リ ボ ソ ー
ム に 薬剤が5 0%結合した量 から ､ み か け の 解離定数を計算 した ｡
次 に ､ エ タ ノ ー ル 沈殿法 に よ っ て リ ボ ソ ー ム 結 合14c- M a cと遊 離
14
c - M ac の 濃 度 を測定 した ｡ 下 式(2)に従 っ て ､ 横軸 に丁と縦軸 に
〟 /【M acfree]を プ ロ ッ ト し
1 4)
､ 結合部位数 に つ い て は 横軸と の切片
よ り 求め た(Fig. l l)｡ み か け の 解離定数 は F ig. 1 1及 び下 式(2)に
従 っ て 算出した1 4)0
(nlR卜 -【M acb. u nd】) 【Ma cfr e e]
K d =
【M a cb｡ ｡ ｡d】
i)
y
=
n
- K d
K d:み か け の 解離定数
【Rl:リ ボ ソ ー ム 濃 度
【M a cfr ee].
･ 遊 離 の Ma c濃度
(1)
(2)
【M acfr ｡｡】
n:リ ボ ソ ー ム の 結合部位数
【M a cbo u n｡l:リ ボ ソ ー ム に結合したMac濃度
リ
=【Macb. und】/【Rl
ISP2 1 7由来リ ボ ソ ー ム は F ig. 1 1に み ら れ る よう に ､ 他 の 菌株由
来 の それと は 全 く異なり ､ 解離定数 の 算出 は 不 可能で あ っ た ｡ ∬d
を ま と め て Table lO に示 し た . K dに 関 し て は 限外 ろ過法､･ エ タ ノ
ー ル 沈殿法 で得られた結果 は概ね 一 致 し た.
E M, JM の場 合 ､ s704, 8325 M M T 7由来 リ ボ ソ ー ム の K dは ､
NC T C 8 3 2 5由来リ ボ ソ ー ム に比 べ 6 0- 1 7 5倍程度親和性が低下 し
- 6 2-
て い た(Table 10)0
L
RE Mの 場合 ､ 3. 6 - 16倍 しか感受性が低下 して
お らず , p M耐 性 由来リボ ソ ー ム に対 す る R K M の親和性 は ､ E M,
JM の 約10倍高 い も の で あ っ た ｡ しか し ､ IS P 2 17の そ れ はE M
, JM ,
RE Mい づ れ も全く結合 しなか っ た ｡
F ig･ 1 1よ り リ ボ ソ ー ム の E M及 び R K M結合 部位数 は ､ s704,
8 32 5 M M T 7由来 の リ ボ ソ - ム の 場合約o.5で あ っ た の に 射 し ､
N C T C83 2 5由来 リ ボ ソ ー ム は い づ れも約o. 8で あ っ た ｡
- 6 3-
xl O5 A
2.5
2.4
n
B
2･3
≡
草2.2
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2.1
2.0
xlO7
1.0
0.8
rTa
q)
書0･6
1JJ
k<
J> o.4
0.2
0
珍
ロ
E5
ロ
ロ
xl O5 B
8.0
6.0
【
q)
B
≡ 4.0
CE:
<
1>
2.0
0 0.2 0.4 0.6 0.8
tE Mbo u nd]4R】
e
0.0
ロ＼口
0 0.2 0.4 0.6 0.8
【RK Mbo u nd川R】
xl O6 沿
8.0
Ti
≡
コ∠
【r:
<
lゝ
0 0.2 0.ヰ 0.6 0.8
tEMbo u nd]4R】
6.0
4.0
2.0
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8
【R KMbo u nd]4R】
F ig. l l Sc atcha rd plots of equilibriu m binding data fo r S.
a ロr e U S ri bo s o m e s expo s ed to
1 4
c - erythr o mycin (A a nd C)
a nd
1 4
c - rokita m ycin.(B a nd D)
Symbols: R ibo s o m efr o m S 704 (㊨), 8 3 2 5 M M T 7(□) ,
N CTC8325(○)and ISP 2 1 7(A).
TheJ V alu e s of dis s ociatio n c onsta nts (K d) and binding
site s (a) Per ribo s om e w ere dete r min ed by a follo wing
equ atio n :丁
=
n
- K d ･ す /【M a cfr e e] w he r etM a cb｡ t 川d]/[R】 is
defin ed a s 7T . T he c o n c e ntratio n of ri bo s o m e si defin ed a s
【Rト T he c o nce ntr ation s of bo u nd m a c rolide at equilibriu m
w e r e c alculated by the follo wing equ atio n :【M a c-) ｡ u rl｡1
=
[M acinitial]
- [M a cfr e e].
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Table 10 D is s ociation c onstants (Kd) of ribo s o mc s for
m a c r olide antibiotics
K d[M]
Antibiotic m etbod
*
N C T C 8 325 S704 832 5 M M T 7 ISP 2 1 7
E M 1.5 6×1 0I
8
1.84×10‾
6
9.7 2×10仙
7
N B
1.67× 10-
8
2.2 5×1 0M
6
2.93×1 0
M 6
N B
JM a 2.70×1 0
】8 1.5 3×10-
6
1.5 3×10
- 6
N B
b 3.7 3× lot-
8
.N D N D N D
R X M a 3.35×10
- 8
1
.
2 2×10
‾ 7
1.3 5×10
‾ 7
N B
b 5.1 4× 10‾
8
8.2 7×1 0I
1
3.8 8×10
- 7
N B
*
a, ultr a c e ntrifugatio n. b, et ba n ol pr e c lpitatio n.
A b bre viatio ns :E M, e ryt hro mycin; JM , jo s a mycin; R K M,
rokita mycl n; N B, no binding;N D, n ot dete r min ed.
- 6 5-
考察
E M, JM はP M耐性由来リ ボ ソ ー ム と結合 せず ､ R E M のみ結合 した ｡
又 ､ R KM はISP 4 4 7由来リ ボ ソ ー ム と も ､ わず かで はあ る が 5 0S亜
粒子と結合 した ｡ 1) ボソ - ム と M a cの 親和性､ 即 ち ､ みか け の 解離
定数並び に結合部位数を､ 限外 ろ過法また は ユ タノ･- ル 沈殿法に よ っ
て求め たo い づ れ の 方法に よ る解離定数も概ね 一 致 した. そ の 結果 ､
p M耐性機構は ､ 5 0 S亜粒子 の 質的変化 に よ っ て ､ M a cと の 親和性が
低下す る こ と が耐性 の 主要因 で あ る と の 確証が得られた｡
本章 で行 な っ た M ac解離定数及 び結合部位数決 定の た め の 限外 ろ
過法 や エ タ ノ ー ル 沈殿 法 の 手法 で は ､ 既 知 M LS耐性ISP 2 1 7由来リ
ボ ソ ー ム に お け る K dも結合部位数 も求め る こ と が でき なか っ た .
こ の こ と よ り p M耐性由来リ ボ ソ ー ム の 質的 変化は ､ ISP 2 17由来リ
ボ ソ ー ム の 2 3 SrR N A の特定 ア デ ニ ン 残基 の ジ メ チ ル 化 と は異な る
も の と推論した｡
ー 6 6-
第 4 章 R K M- リ ボ ソ ー ム 複合 体 の 性質
第3章 に お い て R E Mは ､ pM 耐性菌由来50S亜粒子 に結合 し､ 細 胞
レ ベ ル に お い て も発育阻害活性を示 した ｡ こ の こ と は ､ R E MがE M,
JM , SP M等 に無 い 化学構造 上 の 特性を有す る た め と考えら れ る ｡ ま
た ､ R K Mは 感受性s. a ure u sに 対 し て ､ 従 来 の M ac(静菌作用)とは異
な っ た殺菌作周が報告され て い る7 2).7 3)･ 7 4 }･7 5). そ こ で 著者 は ､ R K M
がp M耐性 菌 に対 し て も 殺菌的 に作用 す る か否か に つ い て 検討する
こ と と した ｡
第1節 実験材料 と 方法
菌株
S. a uz･eus N C T C8 325, 83 2 5 M M T 7及 びs704を用 い た ｡
試薬及び抗生物質
非放射活性E M,JM , R EM並 び に1 4c - E M, 14c- R E M, 1 4c-JM は ､ 第
3章 に 述 べ た も の を用 い た ｡ 硫酸ス ト レ プ ト マ イ シ ン(SM)はsigm a
より購入した｡ そ れ以外の 試薬は前章ま で に述 べ た も のを使用した ｡
リ ボ ソ ー ム の 調 整
第2章 で 述 べ た方法 に依 っ た ｡
- 6 7-
殺菌効果 の測定
1)濁度 に よ る 測定 : B H Iで 3 7℃ , 一 夜培養 し た被 験菌 を m ediu m
fI(pH 7.6)で 1 0倍 に 希釈後 ､ 3 7℃ , 2時 間振盈培養 した ｡ 各種薬剤
を含有m ediu m HでOD61｡約o. 1と し ､ 3 7℃ , 1時 間振漫培 養した 後o
℃ に急冷した ｡ 菌体を4,00 0× g, 10分 間遠 心 に よ･つ て 集め ､ 5ml の
生 理 食塩 水 で 2回菌 体 を洗 い 薬剤 を 除去 した ｡ 洗浄菌 体 は再 び
m ediu m Hで OD6 10約o.1と し37℃ で振漫 ､ OD6 1｡を 経時的 に 測定 し
た ｡
2) 生菌数 の 測定 : T SB 5mlに被 験菌を接種し ､ 3 7℃, 一 夜培養し
た ｡ m ediu m Hで OD61｡約o.1 に懸濁し ､ 37℃ , 約3時 間振鼓 した対数
増殖期 の 菌体 を薬剤含有 及び 非含有 m ediu m H に 懸濁後 ､ 3 7℃ , 振
塗 し ､ OD6 1 .を経 時的 に測定 す る と と も に ､ 生 理食塩水 に て 10段 階
希釈 したも の の0. 1 mlを H I寒天平板 に コ ン ラ ー ジ 棒 で そ れ ぞ れ5故
に接種した ｡ 3 7℃ , 2 4時間培養後 ､ コ ロ ニ ー 数 を測定し ､ こ れ を生
菌数とした ｡
1 4
c- M a c- 1)ボ ソ - ム 複合体 の c old Mac に よ る 置換率
リ ボ ソ ー ム 5 A2 6 .単 位(15 5pm ol)と
14
c- M a c (1 50pm ol)と の
H E P E S- A緩衝液45 0〃1を3 7℃＼ 30分間 反応後 ､ c oldの 各種M a c同
塞(1 5 0pm ol/50/‖)､ 2. 5倍量(37 5pm ol/5 0/‖)､ 5倍量(7 50pm ol/
5 0〃1)を加え(全量50 0/川 ､ さ ら に37℃ , 30分 間 反 応後､ セ ン トリ
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フ リ ー を 用 い た 限外 ろ 過法 に よ り リ ボ ソ ー ム に 結合 した1 4c- M a c墓
を求め た ｡ cold M acを 加え な い 時 の 14c - Mac結合 量 を1 00 %と し て
14
c - M ac - リ ボ ソ ー ム 複合体から の 置換率を算出した ｡
実験結果
第2節 R K Mの 抗菌活性
832 5 M MT7, N CTC 83 2 5に 同程度(I D5 ｡)の 発育阻害効果を与え る
薬剤濃度を作用 さ せ た後､ 経 時的 に濁度及び生菌数 の 測定を行な っ
た(F ig. 1 2, 13)0 E M, JM , R K M及び殺菌 的抗菌剤 とし て S Mを3 7
℃, 1時 間作用 後､ 薬剤 を 除去 し発育が ど の よう に変化す る か を み
た(F ig. 1 2)0
8 32 5 MM T 7の 場合 ､ sM を 除き用 い た全 て の M acを 除去 した と こ
ろ発育 した(F ig. 1 2 A)｡ と こ ろ が ､ N C T C8 32 5は E M, JM 除 去後 に
は再び発育したがR E M, SM で は 発育しなか っ た(F ig. 1 2 B)｡ 後者 の
結果 は ､ M o r obo shiら の 報告とも 一 致 した(F ig. 1 2 B)
7 3)
o R E Mは 感
受性s. a u T e u Sに は殺菌作用 を示すも の の ､ P M耐性s. a u l･e u Sに は 静
菌作用 を示す ｡ 従 っ て ､ 両 菌株 に殺菌作用を示すsM と は異 な っ て
い た ｡ さ ら に ､ F ig. 1 2 の結果 はp M耐性s. a u r e u sに 対す る R KM の
発育 阻害 が静菌的 であ る こ と を示す｡ こ の こ と を確認す る た め ､
8325 M M T7, N C TC8 32 5に上 記 と同様 に薬剤 を作用さ せ た後 ､ 37
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℃, で 振畳 ､ 経 時的 に そ の 生 菌数を測定 した｡ こ れ に よ っ て R K Mは
8 3 2 5 M M T 7に は 静菌的 に作用 した(Fig. 1 3)｡ 一 方 ､ N C T C 832 5
に は殺 菌 的作用 であ っ た ｡ ま た ､ EM , JM は い づ れ の 菌殊 に 対 し て
も殺菌効果は認 められ なか っ た ｡ こ れ ら の 結果 はF ig. 1 2に お け る
結果と整合した ｡
- 7 0-
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第3節 p M耐性菌由来リ ボ ソ ー ム の R E M結合特性
まず ､ N C T C8 325に 対 し て R E Mが殺菌的 に作用 す る点 に注 目 し
た｡ 第 一 に ､ 1 4c- R K Mと 各濃度 の 各種c ol d Macを 同 時 に加えた 場
合の NC T C83 2 5由来リ ボ ソ ー ム に 対す る結合量を求 め た ｡ F ig. 1 4
に示 し た如 く cold R K M, E M, JM の添加量 が増加す る に 従 っ て ､
14
c - R K M
,
1 4
c- E M の結合量 は濃度依存的に減少 した ｡ こ の こ と は リ
ボ ソ ー ム の 結合部位 に お い てbot Ma cとcol d Ma cと が競合 した結果
である と考えられ る ｡
第二 に ､ あ らか じ め1 4c - M acを 15 5pm olリ ボ ソ ー ム と結合 させ た
後､ cold RK M, E M, JM を 加え ､ 14c - M a cが 置換す る か否 かを検討
した ｡ 対 照(Fig. 1 5(0))は そ れ ぞ れ リ ボ ソ ー ム 1 5 5pm ol当 り の
R K M, E M, JM の結合量(pm ol)で あ り ､ (ar)(br)(cl.)は そ れ ぞ れ結合さ
せ た後に加えた非放射活性M a c量 ､ 即 ち1 5 5, 3 7 5, 750pm olを 反 応
系 に 添加 した ｡ 14c I R K Mを あ ら か じ め結 合さ せ た
L
場 合 ､ NCTC
8 32 5由来リ ボ ソ ー ム 結合1 4c- R K Mはc old Macと は置換 しなか っ た ｡
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【1 4c]rokita mycin
(o)酢確露訂
‾ ‾ ‾
(0)
【1 4clerythr o mycin
7 6.1
(ar)
R K M(br)
(cr)
(ar)
EM(br)
(cr)
(ar)
J M(br)
(cr)
40.2
【室司
匝司
30.9
[垂司
匝司
3 6.2
匝3]
匡]
50
F ig. 1 4 B inding of
ribo s o m e sin the
Ea cb 0. 5 ml
(c o r r e spo nding
(ae)
(be)
(ce)
(ae
(be
(ce
ae
be
Ce
100 50 100
1 4
c - m a croli de antibiotic s to N C T C8 32 5
pr e s e n c･e of t he c olddrugs
re a ctio n mixtu r e co ntained 5 A2 6 0 tl nits
to 15 5pm ole s) of ribo s om e s a nd the a n-
tibiotic solutio n co ntaining 1 50pm ol of eit her
1 4
c- R K M
o r
1 4
c - E M･ T he a ntibiotic s olutio n s w e r eprevio u sly
mix ed wit h t he follo wing cold antibiotic; 1 50pm ol (ar,
a
e)
'
, 3 7 5
y
p m ol (br, be), a nd 7 50pm ol (cr, ce). A fter
inc ubatio n fo r 30min at 37℃
, the r e a ctio n mixtn re v as
filte r ed a nd c o u nted.
* Subs c ripts
'
r and e
''
r epr e s e nt rokita myc l n a nd
e rytbro mycin, r e spectively.
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【14c]rokita mycin
(o) 閥
40.1
4畠0賀詞
39.2
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76.1
【1 4c】jo s a mycin
(o)博 耶
aj
bj
Cj
aj
bj
Cj
aj
bj
Cj
5 0 1 0 0
35.5
27.5
22.6
卜33.2
3 2.5
31.2
!35.4
I33.2
2 4.7
5 0 1 0 0
F ig･ 1 5 B inding of
1 4
c - m acroli de a ntibiotic s ad ded pr e vio u sly
to ri bo s o m e sfr o mS. a uTe u SN CTC8 32 5
Each O･ 4 5ml r e a ctio n mixture c o ntain ed 5 A2 6 0 units of
N C T C8325 ribo s o m e s, a nd 1 5 0pm ol of
1 4
c - R X M,
14
c - E Mor
1 4
c -JM ･ A fter a 3 0- min in c ubation, the re a ctio n mixtll r eW a s
s tlP Plied with the follo wing
a
e
, ai)
I
, 3 7 5pm ol(br, b｡, b〕)
total v olu m e of 0. 5 ml. T he
in c ubated fo r30min, filtered
* Subs c ripts
''
r
, e, a nd
cold a nti biotic s;
a nd 7 50pm ol (cr,
re a ctio n mixtu r e
a nd co unted.
j
” 'w ere r efe r ed
1 50pm ol (ar,
c
e
, c〕) in a
w a s fnrtber
to a s r okita-
m ycin, e rythr o mycin, a ndjo s a mycin, re spe ctiv ely.
T he r elative binding of
1 4
c - m a crolide a ntibiotic
･
w as
refe r r ed to a s aratio (%) of t he bo u nd a mo unt of the
origin al o r po st- diluted hot dr ug (A) to that of the
ribo s o m e s(1 5 5p m ol), n a m ely a relativ e binding - 10 0×
A/15 5･ W he n 1 50pm ol of
1 4
c - R EM ,
1 4
c- E M or
1 4
c -JM w ere
mixed with 1 5 5pm ol of t he ribo s om e s, the a m o u nt of the
dfugs bo und to t he m w a s6 3(R, 0: 40■.6 %), 1 18 (E, 0:
76･ 1%)and 7 9(∫, 0: 5 1.0 %)pm ol, re spectiv ely.
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な ほ ､ こ
L
の 結 果 は114c- R E Mが 不純物質を含 ん で い る 可能性も考
えられた の で ､ 三 種 の ク ロ マ ト グ ラ フ 及 び バ イ オ オ ー ト グ ラ ム い
づ れ も単 一 ス ポ ッ ト で あ る こ と か ら 不純物質を含 ん で い な い と 判
断 した ｡
次 に ､ 8 3 2 5 M M T 7, S 0 4由来リ ボ ソ - ム を 用 い て 同様 の 実験 を
行な っ た ｡ Table l lに は ､ あ らか じめ 結合した14c - R E M の R K M自
身 に よ っ て 置 換 さ れ た 量(pm ol/1 5 5pm ol ribo s o m e)を 示 し た ｡
83 2
.
5 M M T 7
, S704由来 の 7) ボソ - ム は ､ 添加 したR E M量 に比例的
に置換された の に対 し ､ NC T C 8 3 2 5由来リボ ソ ー ム は ほ と ん ど置
換され なか っ た ｡ 従 っ て ､ P M耐性由来リ ボ ソ ー ム ー R K M複合体 で
は可逆的結合 であ る と考えられる ｡
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Table l l E ffe ct of u nlabeled r okita mycin (R K M)on rclc a s e of
1 4
c- R K M fro m the dr ug
-
ri bo s om e c o mplex vitb the
ribo s o m e s obtain ed fro m S. a uTe u SN C T C83 2 5, S 7 0 4or
83 2 5 M M T 7
A m o u nt of
1 4
c- R E M displaced by the c old drug
(pm ol/1 5 5pm ol ri bo so m e)
a
N C T C83 2 5 S 7 0 4 832 5 M M T 7
ribo s om e ri bo s o m e ribo s o m e
co ntr ol
b
l 1 3 65 7 2
R K M(A) 0 5 20
(B) 4 1 9 3 4
(C) 8 2 5 4 2
A fte r 3 01 min ute preinc ubatio n(a total v olu m
.
e of O･4 5
ml) of the indicated ribo s o m e s(5 A2 6 0 u nits: 1 5 5pm ols) at
3 7℃ witll the 14c - RXM (1 5 0pm ols, S. A .: 1. 6 × 1 0
8
Bq/
m m ole), 1 5 0(A), 3 7 5(B) and 7 5 0(C) pm ols of the c old
R K Mw e r e ad ded into respective re a ction mixtu r e sin atotal
v olu m e of 0. 5ml, t he mixture s w ere fu rthe rinc ubated at 3 7
o
C fo r 30min ute s, a nd r adio a ctivitie s of R K Mrem aining on
ri bo s o m e w e r edetermin ed.
7 6)
a e a ch v alu e e x c ept t ho s ein c ontr ol is c alc lユ1ated by a
follo wing equ atio n: a m o u nt of
1 4
c- R E M displaced by c old
R E M-(a v alu e of bo u nd hot R K M in co ntrol
b
)千(a v alu e of
bot R KM w bicb r e m ain ed o n ribo s o m e s u nde rt he c o nditio n
of e xperi･m e nt A, B, o rC).
b T he control repre s e nts the am o unt of
1 4
cI R K M bo u nd to
lち5pm ols of the indicated ribo s o m e s.
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考察
R K Mは8 3 2 5 M M T 7に 対 して 静菌作用 ､ NCTC8325に は 殺菌作用
を示 した ｡ こ れ ら の 結 果 を解離定数(K d)で み た場合 ､ 8 3 25M M T 7
及びs 704由来1) ボ ソ - ム に 対 して ､ R E M の方 がE Mよ り3 - 1 5倍程
度結合す る(解離定数 の 比 に よ る ､ Table 10)0 N C T Cg3
･
2 5由来リ ボ
ソ ー ム に対す るE M の結合量(K dE M - 1. 6 × 1 0～
8
M)は ､ R K M の結合量
(K dR E M- 3. 4 × 1 0
-8M)よ り大きか っ た(Table 1 0)｡ こ の こ と は ､ 解
離定数 に よ っ て 現 わさ れ る結合 の 強 さ が ､ 必 ず しも殺菌効果 に対応
す る も の で な い こ と が判明 した ｡ つ ま り ､ 感 受性 N C T C 8 3 2 5由 莱
リ ボ ソ ー ム にR E M のよ う に ､ ひ と た び結合す る と ､ E M, JM と の 結
合 よ りも安定な結合状態をと る こ と が殺菌作用 に 関係す る こ と が 示
唆さ れ る(F ig. 1 5)0
こ の こ と は R E Mが静菌的発育阻 害作用 を示すs704, 8 325M MT 7
由来 .) ボ
'
,} - ム に 対 し て は ､ 14c- R E Mは 加えたR X M の量依存的 に
置換 し､ 即 ち可 逆 的結合 で あ る と の 状況証拠か ら鼠明 で き る76)･7 7)0
R K M の感受性菌 に対す る殺菌作用機構 の 解明 は ､ 今 後 の 検討を待
たね ばな らな い が ､ R E Mは1e u c o mycin(LM)誘導体 であ る こ と7 B)､
L Mに よ り大腸菌 の ポリ ゾ - ム 崩壊が 報告され て い る79)こ と を考え
併せ る と ､ リ.ボ.ソ
- ム へ の 不 可逆 的結合がまず起き､ 引き つ づ き恐
らくリ ボ ソ ー ム の 崩壊をまねき ､ さ ら に は生命維持能を消失し､ 細
胞 は 死 に 至 る も の と推論 した o p M耐 性s. a u r e u sにR K Mが静菌的 で
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あれ抗菌活性を示 した こ と は ､ 第3章 で 述 べ た 如く ､ リ ポ ソ ー ム に
射 し 一 部共通結合部位を有する も の の ､ 全く 同 じ部位 で な い こ と を
示唆す るも の であ ろう ｡
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第 5 章 p M耐 性菌 に 有効 な マ ク ロ ラ イ ド
p M耐性 s. a u 1･e u Sに 対 し て 抗菌活性を示す M a cの 化学構 造 の ど の
部分が関与す る の か を ､ 定量的 に把握する た め多変量解析 の 手法 ､
即 ち重 阿帰分析(m ultiple r egr e s sio n a n alysis)に よ ら て 試 み た ｡
p M耐性 菌 は 1 4貞 環 Mac で あ る E M, OL, 1 6員 環 M acの S P M, JM ,
M D M
,
M OM , RSM に は耐性 を示 すも の の ､ TS, R K M, M C Mに は 感
受性であ る ｡ こ れ ら1 0種類 の M a cの 化学構造を各種置換基 の 質量 敬
の 違 い に よ っ て 特徴 づ け ､ 抗 菌活性と の相関を検討した ｡
第1節 方法
抗菌力と(目的変数)の 設定
Table 6 に示 した832 5 M M T 7株 に お け る各種M acのI D5 ｡【M】の 遵数
を抗菌力め強さ ､ 即 ち ､ 目 的変数(c rite rio n v a riable)と し た(Table
12)0
マ ク ロ ラ イ ド化学構造 の置換基 パ ラ メ ー タ(説 明変数)の 設定
F ig. 1 6に示 した M acの 化学構造は､ 抗菌活性 に最小限必要と考え
られ る共通母核構造 であり ､ そ の 母核 に結合す る置換基(R i)の 原子
団 の 質量数を説明変数(expla n ato ry v a riable)と した ｡
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構造活性相関 の た め の多変量解析
重回帰分析 用 プ ロ グ ラ ム はM E R G E 1 4
6 9)をp c- 9801 V X(N E C)上
で作動さ せ た ｡
結 果
第2節 p M耐性黄色 ブ ドウ球菌 に有効なM a cの 構 造活性相関_ーー___ー_._.____▲..._..._.._.____.._▲_ ._..- . _ . ._ . . _ _ ■ - ■■ .- - . ■ 一■ 1. ■■ ■ ■ ■■ ■- ■■■ l l - ■■ ■ ■■ ■ l■ ■■ ■ ■■ ■■ ■ ■ l■■ ■ ■ l■ ■ ■
Table 1 2に 示 した S. a ure u s832 5 M M T 7に 対す る 10種類 の 抗菌
力とR-か らR8ま で の 置換基 の 質量 数と の 相関は ､ R6を 取 り 入 れ た
場 合(F ig . 16)､ 重 相 関係 数(m ultiple c orr elatio n c o efficie nt)が
o.8 6 8で あ っ て ､ 寄与率 は ､ 7 5. 3% で あ っ た ｡ 更 に ､ R6に加えR7を
取り入 れ た 場合(F ig. 16)､ 墓 相関係数が0
-
･93 5と なり ､ 寄 与率 は
1 2. 2% で あ っ た ｡ 従 っ て ､ こ の 結果 は ､ T S, M CM のラ ク ト ン 環
c 1 4位 に結合して い る - C H2- m yCin o s eお よ びR X M, MOM の ラ ク ー ン
環5位 に結合し て い る 糖 の 3
” 位 に 結合す る ア シ ル 基 がp M耐性菌 に対
す る抗菌力 に重要で あ る こ と を示唆し て い る ｡ い づ れ の 寄与率も分
散分析 の 偏 回帰係数(pa rtial regre ssio n c o efficient)に お け る 有意
性は95%以 上 で あ っ た の で ､ 重 回帰 モ デ ル は妥当で あ る と考えた o
- 8 1-
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考察
M ac耐 性菌 に有効な薬剤開発 に寄与す る観点から ､ p M耐性菌群 に
有効なM acの 化学構 造上 の 特性を多変量 解析 に よ り検討した ｡ 抗 生
物質 に 関す る多変量解析 の 手法を用 い た研 究 は ､ E M誘導体や 6- チ
オ キ シ テ ト ラ サ イ タ リ ン 誘導体 に お け る置換基 パ ラ メ - ･ タ を ダ ミ ー
変数 と した場合 の 重回帰分析(Fr e e- W ils o n法)
7 1)に よ る 構造活性相
関が報告され て い る7 0'･7 1)｡ しか し ､ 著者 は M a cの 化学構造上 の 置換
基 パ ラ メ ー タ と し て 全く違 っ た ア イ デ ア ､ 即 ち ､ 質量数を説明変数
と して 感受性を重回帰分析した ｡ そ の 結果 は ､ 先 に報告され て い る
分析法に よ る結果 と概 ね 一 致 した ｡ 置換基 パ ラ メ ー タ と して どう い
う因子を選定す べ きか ､ 今後検討を要す る もの の ､ 今 回の 結果よ り ､
ラ ク ト ン 環c 1 4位及 び5位 に 結合す る置換基 に注目 して ､ 薬剤 開発
を進め る べ き であ る と の 予測 は ､ 客観的知見を与え て い る も の と 考
え る ｡
- 8 4-
第6 章 p M耐性由来 リ ボ ソ ー ム 5 0 S亜粒子 の 性 質
pM耐性機構 は既知M LS耐性機構と は異な る50S亜粒子 の 質的変化
に ､ 主 と し て基 づ くも の で あ る こ とを第3章 で 明 ら か に し た o M L S
耐性菌由来リ ボ ソ ー ム は ､ 2 3 SrR N Aの 特定 ア デ ニ ン 残基 の ジ メ チ
ル 化 に よ る事が 知られ て い る
25)･2 6)･2 7)
o そ こ で 著者 は ､ こ の ML S耐
性菌由来リ ボ ソ ー ム の 質 的変化とp M耐性由来
l)ボ ソ - ム の 質的 変
化と の 異 同を探 る 目 的 で ､ 以 下 の 実験を行な っ た o 即 ち ､ p M耐性
由来23 SrR N Aに ジ メ チ ル 化 が起 こ っ て い る か否か ､ 及 び5 0 S亜 粒
子 を構成す る タ ン パ ク質 の変化 の 有無 に つ い て 検討 した o
第1節 実験材料 と方法
菌株
s. a ure u sN C T C83 2 5, S704, 8 32-5 M MT 7, IS P 4 47及 びISP 2 1 7
を用 い た ｡
抗生物質､ 培 地及びリ ボ ソ ー ム の 調 製
前章ま で に 述 べ た も の を 用 い た ｡
試薬
H E P E S, 8- ヒ ド ロ キ シ キ ノ リ ン 硫 酸 塩(特 級)は 半 井, ethyle n e
-
- 8 5-
glycol bis(2- a m in o etb
･
yletbe r)tetra a c etic a ci d(E G T A), 臭化 エ チ
ジ ウ ム , cytidi･n e(Cyd), ジ メ チ ル ア デ ノ シ ン はSig m a, フ ェ ノ
ー ル
(核酸抽 出用), SD S(生 化学用), aden o sin e(A do), gu an o sin e(Guo),
uridin e(Urd), gu a n o sin e 5
'
- m o n opho sphate (G M P), tlridine 5
'
-
m o n opbo sphate (U M P), cyti din e 5
'
-
m on opbo spbate (CM P)は和 光
純薬 工業 ､ Aga r o s eSは ニ ッ ポ ン ジ
ー ン ､ ヌ ク レ ア
- ゼp 1
8 01は ヤ マ
サ醤軌 aden ｡ sin e5
,
一皿 o n opbo spbate(A M P)は オ リ エ ン タ ル 酵母 ､
ア ル カリ フ ォ ス フ ァ タ - ゼ ､ 分子量測定用タ ン パ ク質は ベ
- リ ン ガ -
マ ン ハ イ ム 山 之内 ､ メ タ ノ ー ル(高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
- 用),
ェ - テ ル 僻 級)は関束化学 よ り購入 し た｡ そ の 他 の 試薬 はす べ て 市
販 の試薬を用 い た ｡
rR N Aの 抽出
rR NA の
`
抽 出 は Saitoと M its uha shi の方 法
4'に 概 ね 従 っ た o
B EP E S- A媛 衝 液 に 懸濁 し た .) ボ ソ - ム 1 00FL l (リ ポ ソ
ー ム 約
lon g), H E P E S- A媛 衝液1 5ml､ 5%
- SDS l ･ 5ml､ H EP E S
- A緩 衝液
で 飽和さ せ た 8- ヒ ド ロ キ シ ヰ ノ リ ン 硫酸塩 o･05
- 0･ 1%含有 フ ェ ノ
ー ル を1 5ml加え ､ 1 5分 間振逸し充分混和後 ､ 1
■
,
3 00× g, 1 0分間 の
遠心で氷層と フ ェ ノ ー ル層 を分離 ､ 永層 の みを 同様 の捜作 で再び フ ェ
ノ ー ル 抽 出 した ｡ こ の 氷 層 に エ ー テ ル1 5mlを 加え1 0分 間振逸 した
後 ､ 1,3 00× g, 5分 間 の 遠 心 に よ り氷層と エ
ー テ ル 層 に分離した o
- 8 6-
水層 の み を 回収 し ､ 同様 の 操作 を3回行な っ た ｡ 最後 に5 0℃ ､ 窒素
気流中 に て エ ー テ ル を 除去した ｡ 4 M塩 化 ナ ト リ ウ ム を永層1mlに
つ き20fLl､ さ ら に 氷層 の 2倍量 の 冷 エ タ ノ ー ル を順 に加え - 2 0℃
に 一 夜放置した ｡ 1,3 00× g, 30分間 の 遠 心 に よ り得られた沈澱 は ､
滅菌永約imlに 溶解し ､ u v 30 0 0(島津)を用 い て A26 ｡側溝 に よ り
R N Aを定量(1 A26 ｡単位 - 約40〝 g/ml)後 ､ 液体窒素中 に保存 した ｡
2 3 SrR N A の精製
滅菌水 に溶解 したrR N A(1 2 A2 6 ｡単位)を Tris一 塩 醸潰衝液 (pⅢ7. 6)
で 作 成 し た 5 - 20 %シ ョ 糖 密 度勾 配 に よ り ､ 4℃ , 100,0 0 0× g
(R P S- 2 7ロ
ー タ ー , 日 立), 1 7時 間 遠 心 し た . 遠 心 後 u v coR D II
8 300(L K B)を用 い て A2 6 0を測定する こ と によ り23 S画分を分取した.
分取した2 3 S画分 に は ､ フ ェ ノ ー ル 抽 出 の 時と 同様 に4 M塩 化ナ ト
リ ウ ム(0. 0 8 M)と冷 エ タ ノ ー ル(約67%)を順 に加え - 20七で 一 夜放
置した後 ､ 1,3 0 0× g, 4℃ , 30分 間遠心 に よ り得ら れた沈澱を滅菌
水 に懸濁後u v 3 0 0 0(島津)を用しiて A26 ｡を測定して ､ そ の 10A26 ｡単
位相当量 を再 び上述 の シ ョ 糖密度勾配 で遠心 した ｡ 得 ら れ た23 S画
分 を精製23 SrR N Aと した . な ほ ､ 2 3 SrR N Aは1 . 5%の ア ガ ロ - ス
ゲ ル 電気泳動を行 い ､ 単 一 バ ン ドで あ る こ とを確認 した ｡
- 8 7-
ヌ ク レ オ シ ドの 調製
精製2 3 SrR N A水溶液を凍結乾燥後､ 滅 菌水5 0 0jLl､ ヌ ク レ ア
-
ゼP l(終濃度1単位/ 5m g R N‾A)､ こ れ に4 0m M 酢酸 ナ トリ ウ ム 媛 衝
級(pE 5. 3)を加え て1mlと した ｡ 5 0℃ , 1時間 イ ン キ エ ペ - ト して 完
全 に ヌ ク レ オ チ ドに分解 した後 ､ ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ . - ゼ 緩 衝
級(pH9.0) と ア ル カリ フ ォ ス フ ァ ダ ー ゼ o. 1単位を加え3 7℃ , 一 夜
イ ン キ エ ペ - ト し ､ ヌ ク レ オ シ ドと し た も の を再 び凍結乾燥した ｡
こ れ を
.
1 50′‖ の 滅菌水 に溶解 し､ そ の 全 量 をH P L C分析 に用 い た ｡
H P LC装置
送液 ポ ン プ は 日立 し 6 2 0 Intellige nt Pu mp､ カ ラ ム に OD S- 2(イ
ナ ト シ ル , 4. 6× 2 5 0m m)を 風 い た ｡ 溶 出 し た R N Aは 日 立 し 400 0
u v Dete cto rで 2 5 4n mの 吸 光度測定 に よ り検出した ｡ ヌ ク レ オ シ ド
濃度測定古ま日立 D- 2 00 0C hr o m ato -Ⅰntegrato rを用 い て希な っ た o
ヌ ク レ オ シ ドの H P L C
Davisら の 方法 に準じ て 行 っ た8 1)0
リ ボ ソ ー ム の 亜粒 子 - の 解離
第3章 で 述 べ た方法 に より調整したリ ボ ソ ー ム 亜 粒子を 10 - 28 %
の シ ョ 糖密度勾配 に より4℃ , 7 2,0 0 0× g, 1 5時間遠心 した後 ､ 5 0 S
ー 88-
リボ ソ ー ム 画 分 を分取 した ｡ 分取した 50S亜粒子画分 に は ､ そ れ ぞ
れ1/10容量 の1 M塩化 マ グネシ ウ ム(0. 1 M)を加えた後 ､ 各リ ボ ソ
ー
ム 画分 と等量 の エ タ ノ ー ル を加 えて - 20℃ に 一 夜 放置 した ｡ こ れ
を1,30 0× g, 3 0分間遠心す る こ と に より50S亜粒子を沈澱と して 集
め ､ さ ら に精製する た
`
め に 再度Tris一 塩 酸緩衝 液(o二1m M酢酸 マ グ ネ
シ ウ ム 含 有)に懸濁さ せ ､ 1 0- 2 8%の シ ョ 糖 密度勾 配遠心 を繰り 返
し､ 5 0 S亜粒 子 画分をH E P E S- A緩衝液 に懸濁さ せ て液体窒素中 に保
存した ｡
50 S亜粒子 タ ン パ ク 質 の 抽出
flardyら の 酢酸抽出法
7'に より50S亜粒子 タ ン パ ク 質を抽出した .
即ち ､ H E P ES- A媛 衝液 に懸濁した5 0 S亜粒子 に1/1 0倍量の 1 M 塩
化 マ グネ シ ウ ム(0. 1 M)と2倍量 の 氷酢酸を加え ､ 氷冷下4 5分 間撹 拝
し2 0,000× g, 10分 間遠心 して ､ そ の 上 清を 回収
■し た ｡ 沈 澱 に は
o.o 3 3M 塩 化 マ グネ シ ウ ム を含む67%酢酸 を加え､ 氷冷 下2 0分間
撹拝した後 ､ 20,0 00× g, 1LO分 間遠心 した . こ の 上 清 と先 に抽出 し
た上清とを合わ せ ､ 2 - 3%酢酸 に対し て透析した後､ 凍結乾燥した ｡
こ れ を50S亜粒子タ ン パ ク 質と して保存した｡
50S亜粒子タ ン パ ク質 の 電気泳動
1 5%分離用ゲ ル【分離用 ゲ ル 緩衝液 (pH 8. 8) lo血l, 30% アク リ ル
ー 8 9-
ア ミ ド保存液(29. 2% ア クリ ル ア ミ ドとo.8 %ビ ス ア ク リ ル ア ミ ド の
混 合液)2 0ml､ 蒸 留水 1 0ml, 1,0%過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 0･1 5ml,
T E M E D 0.0 2ml】に 7. 5%濃 縮 用 ゲ ル【濃 縮 ゲ ル 用 媛 衝 液(pH 6･ 8)
2. 5ml, 3 0% ア ク リル ア ミ ド 1. 5 ml, 蒸留水6ml, 1 0%過硫酸 ア ン モ
ニ ウ ム 0. 0 3ml, T E M ED 0.01 ml を重層した も の を用 い た ｡ 泳動 サ
ン プ ル に は 同 量 の サ ン プ ル 緩衝 液 (pH 6.8)を加 え ､ 80℃ で 3分 - 5
分 間加 熱し たも の を用 い た ｡ 電 極槽媛衝液 に は ､ 0. 025M Tris- 塩
酸, o. 1 9 2 Mグリ シ ン , 0 .1%(w/叶 SDSを含むpH 8.3の 緩衝液を用 い ､
サ ン プ ル が濃縮用ゲ ル 中 にあ るうち は8. 5 V /c m で 泳動し ､ サ ン プ ル
が分離用 ゲ ル に 入 っ て か ら は20V/c m で 泳動した ｡ 泳動 は50℃ に ゲ
ル を保温 しながら行な ら た . 泳動後ゲ ル を取り出し ､ 染色液(o.1%
ク マ シ ー プリ リ ア ン ト ブ ル ー ,､ 2 5%メ タ ノ - ル , 10 %酢 酸)に て 約2
時 間入 れ て染色後7%酢酸 で 一 晩振逸脱色 した
8 2)
0
8 32 5 M M T 7由来5 0 S亜粒子 の解袈 に対す る M L Sの 効果
10 - 28 %シ ョ 糖密度勾配 遠 心 に よ り得 ら れた83 2 5 M M T 7 の 50S
亜粒子画分 に M L Sを10 0〃 g/mlに な る よ う に加え､ 3 7℃ で 30分 間
イ ン キ エ ペ - ト後､ エ タ ノ ー ル 沈澱法 に より5 0 S亜粒子 を回収した ｡
こ れ を再び1 0- 28 %の シ ョ 糖密度勾 配遠 心 し ､ U V COR DII8 3 0
(L K B)を用 い て A2 6 Oを測定した･｡
- 9 0-
実験結果
第2節 2 3 SrR N A の構成 ヌ ク レ オ シ ド
シ ョ 糖密 度勾配遠 心法 に よ っ て 精製 した各菌 株由来23S rR N A の
分離 パ タ ー ン の 一 例(N C T C83 2 5由 来)を F ig. 1 7に 示 し た . 2 3 S
rRN Aはエタ ノ ー ル 沈殿法 に よ っ て 阿収 したo
精製23S rR N A画分を ヌ ク レ ア - ゼp l､ ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ -
ゼ 処理 し ､ 得 ら れ た ヌ ク レ オ シ ドをH P L Cに よ り 分析した ｡ 耐性誘
導前 の ISP 4 4 7と M ac感 受性株 N C T C8 32 5及 びp M耐性832 5 M M T 7
か ら の 23S rR N A構 成ヌ ク レ オ シ ドに は ジ メ チ ル ア デ ノ シ ン の ピ ー
ク は検出され なか っ た ｡ こ れ に射 しE Mで 耐性誘導後 のISP 4 4 7由来
2 3 SrR N Aに の み ジ メ チ ル ア デ ノ シ ン の ピ ー ク が検出 され た(F ig.
18)｡ ま た ､ そ れ以外 に修飾を受けた塩基 に つ い て は検出されなか っ
た(Fig. 18)｡
BP LC の ピ ー ク 面積比 に よ る検量線か ら ､ 各ヌ ク
■
レ オ シ ドを 定量
した ｡ 耐 性誘導後 のI SP 4 4 7に お い て ､ 23S rR N A lm ol当 た りo. 4
- o. 5m olの ジ メ チ ル ア デ ノ シ ン 相当量 であ っ た(F ig. 1 9)｡ こ の 結
果はw eisblu mら の 報告 と 一 致 した
5 3)
｡ 構成型 M LS耐性ISP 2 1 7に つ
い て も 同様 な結果が得 られた こ と よ り ､ 23 SrR N Aの 特定ア デ ニ ン
残基 の 5 0 %が ジ メ チ ル 化 さ れ れ ば M L S耐性を充分発揮 し得 るも の と
考えられ る ｡
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第3節 p M耐性 由来5 0 S亜 粒子 の 解 裂
各菌株由来5 0 S亜粒子 の タ ン パ ク 質を抽出する た め に ､ シ ョ 糖 密
度勾 配 遠 心 に よ る 5 0 S亜 粒 子 を 精製 す る 過 程 で ､ 偶 然 ､ 8 3 2 5
M MT7由来 リ ボ ソ ー ム に は ､ 3 0S, 50 S亜 粒 子 の 他 に新規 の 亜粒子
が存在す る こ と をみ い だ した (F ig. 20A , ピ ー クⅠ)0
F ig. 20Aで 得 られ た8 32 5 M M T 7由来精製50Sリ ボ ソ ー ム 画 分 は ､
同 一 シ ョ 糖 密度勾配 で 再 度遠心 したと こ ろ ､ さ ら に小亜粒子Ⅰに 解
裂 した(F ig. 20C)｡ 従 っ て ､ Fig. 2 0 A及 びF ig. 20A で得 ら れ た
8 32 5 M M T7由来30 Sリ ボ ソ ー ム 画 分を 同 一 シ ョ 糖 密度勾配 で 再 度
遠心 したF ig. 20B に見ら れ る3 0 S画分 の新規小亜粒子Ⅰは ､ 5 0 Sリ ボ
ソ ー ム 由来 の 小亜粒子と考えられ る ｡ S 7 0 4由来50S亜粒子も同様 に
小 亜 粒子Ⅰに解裂し た ｡ こ れ に射 しF ig. 2 1 Aは ､ N C T C83 2 5由 来
70 Sリ ボ ソ ー ム の シ ョ 糖 密度勾 配遠 心 後 の パ タ ー ン で あ り ､ Fig.
2 1 B
,
C は ､ そ れ ぞ れFig. 2 1 Aで 得ら れ た30S, 5 0 S各亜粒子 をさら
に同 一 シ ョ 糖密度勾配 で 再度遠心 した結果 で あ る ｡ M L S構成型耐 性
IS P 4 4 7及 びIS P 4 4 7由来 の そ れ も ､ N C T C 832 5と 同様 の 結果 で あ っ
た ｡
83 2 5 M M T 7 の50 S亜粒 子画 分及 びⅠ画 分 ､ 由cTC83
.
2 5 の 50 S亜粒
子画分 の タ ン パ ク質を酢酸法 で抽出後､ 16 %の S DS- ポリ ア ク リ ル ア
ミ ドゲ ル で 電気泳動 した ｡
そ の 結果 ､ 8 32 5 M M T 7 の 5 0S画 分 タ ン パ ク 質と N C T C 832 5 の 50S
ー 9 5-
画分 タ ン パ ク 質 は ､ 同 じ泳動 パ タ ー ン を 示 し た(F ig. 2 2, lane s
a nd 5)｡ こ れ に対 し ､ Ⅰ画分 の タ ン パ ク 質 で は 大腸菌リ ボ ソ ー ム L 2
タ ン パ ク 質83 )に 相当す る バ ン ド(3 3 k Da)が 他 の 2 つ に 比 べ て 殆 ど認
め ら れ な か っ た(F ig. 2 2, lane 1 a nd 2)0
- 9 6-
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第4節 5 0Sリ ボ ソ - ム に 作 用 す る 抗生 物 質 の /l､亜 毅 子解 裂
に対 す る 効果
50S亜粒子 とR K Mまた はE Mを作用さ せ ､ エ タ ノ ー ル 沈澱法 に よ
り 回収後 シ ョ 糖密度勾配 遠心 したも の は ､ R X Mを 作用 さ せ た場 合
50Sに 相当す る 部分 に の み ピ ー ク が1本 認 め られ た(F i.g. 2 3 A). そ
れ に 対 しE Mを作用 さ せ たも の は ､ Ⅰ画 分 が 現 わ れ た(Fig. 23B)0
R K Mに よ っ て5 0 S亜粒子 の解裂が防御された も の と 思 わ れ る ｡
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考察
p M耐性磯梼 は ､ 主 と し て リ ボ ソ ー ム の 質的変化 に基 づ く｡ しか
し ､ 既 知M L S耐性機構 に お け る リ ボ ソ ー ム の 質的変化 ､ す な わち ､
2 3S rRN A の特定 ア デ ニ ン の ジ メ チ ル 化 と は異 なり ､ 832 5 M M T 7
に は ジ メ チ ル ア デ ノ シ ン は全く認 められ なか っ た ｡ ･･IS.P 4 4 7は 耐性
が誘導され る と ジ メ チ ル ア デ ノ シ ン が認 め ら れ た(F ig. 19, 20)｡ 耐
性誘 導を充分行 な っ た に も か か わ らず ､ ま た ､ 構 成 型 MLS耐 性
IS P写1 7由来 2 3 SrR N Aに お け る特定 ア デ ニ ン 存在量 の 40
- 50 %し
か ジ メ チ ル 化 さ れ て い な か っ た ｡ こ の 事実 に加え耐性誘導後 の M L S
耐性を示す生菌数 は ､ 高濃度M a cの 有無 に か か わ らず同数であ っ た
こ と か ら ､ 菌集団 の 4 0- 5 0%が 耐性誘導 され る の で は なく ､ 細 胞
内 に存 在す る リ ボ ソ ー ム の 40 - 50 %がジ メ チ ル 化 さ れ ､ ジ メ チ ル
化さ れ た .)ボ ソ - ム が ジ メ チ ル 化 さ れ て い な い リ ボ ソ ー ム よ り も優
性(do min左nt)で あ る た め と推論 し て い る ｡ 次 に , リ ボ ソ
ー ム 5 0 S亜
粒子 を精製す る 過程 で ､ 著者 は8325M M T 7 の 50S亜粒子が解裂す
る現象を新規 に発見した ｡ M a c感受性 N C T C 832 5の 50 S亜粒子は ､
同 じ操作 に よ っ て 解裂がみ られず､ M LS塑耐性ISP 4 47及 びIS P21 7
の 50 S亜 粒子 で も解裂 は み ら れ な か っ た ｡ さ ら に ､ 8 32 5 M M T 7の
親株s704由来50S亜粒子 に は解袈が みられた こ とか ら ､ こ の 性質は
p M型耐性リ ボ ソ ー ム の 特性 で あ る と 思 わ れ る ｡
8 32 5 M M T 7 の 5 0 S亜粒子由来タ ン パ ク 質 と ､ 当該亜粒子か ら解裂
ー 10 2-
に よ っ て 得 ら れ た小 亜粒子Ⅰ由来 タ ン パ ク 質 を 比較した場合 ､ 大 腸
菌リ ボ ソ ー ム に 対 応す る L 2(3 3k Da)相当 タ ン パ ク 質が小 亜粒子Ⅰに
は欠損 し て い た ｡ L 2相当 タ ン パ ク 質 は ､ ぺ プチ ジ ル ト ラ ン ス フ エ
ラ ー ゼ の 領 域 近 く に存在 し､ ま た ､ こ の 領 域 に お い て 2 3 S及 び5 S
rR N Aの 近 傍 にあ っ て ､ 5 0 S亜粒 子 の 安定化 に寄与 して い る こ と が
知られ て い る8
4)･8 5)
0 M a cの 作用部位が こ の 領域 で あ る こ とを考え る
と ､ p M耐性菌群 は ､ こ れ らL 2タ ン パ ク質 の変異 に よ っ て こ の 領 域
の コ ン ホ メ - シ ョ ン が変化 し たた め ､ 部分 的な M a c､ 例 え ばE M,
SP M, JM , M D M, R S M等 と親和性が低下 し ､ 耐性 と な っ た と推論 し
た ｡ 第2章 に お い て 述 べ た様 に ､ 70Sリ ボ ソ ー ム と し て は ､ タ ン パ
ク質合成活性 を保持 して お り､ R K M, T S, M C M, L C M, M E M- B等
は､ こ の 領域 の コ ン フ ォ メ - シ ョ ン 変化 に は影響されない■､ 従 っ て ､
前者 M a cと は 重 な る 結合部位があ る も の の ､ 異な っ た部位に結合 し
得 る た め ､ 後者 の 抗生物質 に は感受性を示すと の著者 の 推論を ､ 本
章 の 結果か らも支持さ れ る も の と考えられ る ｡
ー 10 3-
絵括
臨床 よ り分離 され た黄 色ブ ドウ 球菌s 704を初め とす る 菌 群 は ､
EM , S P M, JM , M O M, MOM , RSM に は 構成型耐性を示す｡ しか し ､
T S
,
R K M, M C Mや L C Msの L C M, C L D M及 びs TG- B に属す る M K M- B
に は感受性 で あ っ た ｡ こ の 表現 型 は 既知M LS耐性菌群 の そ れ と は 異
なり , 新 規M a c耐性(p M耐性)菌群 で あ っ た ｡ 共同研究者の松岡らは ､
こ れ らp M耐性遺伝子が染色体上 に存在す る こ とを報告し て い る
2 3
A
)
0
p M耐性菌群 の 耐性機構 は 不括化 に よ る も の で は な く ､ p M抗 生物
質 の 蓄積低下 ､ 即 ち ､ 主 と して リ ボ ソ ー ム の 質的変化 に よ るも の で
あ っ た ｡ p M耐性機構 はリ ポ ソ ー ム の 低感受性が細胞 レ ベ ル の 耐性
に ほ ぼ反映し◆て い た ｡ ま た ､ p M耐性由来リ ボ ソ ー ム の 低感受性は ､
リ ポ ソ ー ム の 低親和性､ 即ち､ み か け の 解離定数 の 大きさ に対応 し
て い た ｡ 解離定数 の 大きさ の 原因 は ､ 5 0 S亜 粒子 の 質 的変化 で あ っ
た ｡ しかし､ p M耐性株由来 リ ボ ソ ー ム の P M抗 生物質 に対す る低親
和性 の 庶 剛 ま ､ 既 知M LS耐性機構 で あ る2 3 SrR N Aの ア デ ニ ン琴基
の ジ メ チ ル 化 と は異な っ て い た ｡
p M耐性菌 株由来50S亜粒子か ら解裂 して 生 じた 小 亜粒子Ⅰは ､ 大
腸菌リ ボ ソ ー ム の L 2に 相当す る タ ン パ ケ質 を失な っ て い た . こ の
解裂現 象はR X Mに よ っ て 抑制さ れ る こ と ､ L 2相当 タ ン パ ク 質は ト
ラ ン ス ペ プチ ダ ー ゼ 領域 に存在す る こ と ､ 並 び に ト ラ ン ス ぺ プチ ダ
ー ゼ 領 域 は M LSの 作 用部位 で あ る こ と か ら ､ L 2相当 タ ン パ ク 質 の
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変異 に よ っ て ､ こ の 領 域 の コ ン プ オ メ
- シ ョ ン が 変化 し ､ 一 部 の
Ma cと の 親和性が低下 し耐性 とな っ た も の と推論した ｡
M a cの 開発 は 抗菌力 の 増大 ､ 抗 菌 ス ペ ク ト ル の 鑑大 ､ 投 与時 に お
け る薬物動力学的な改良を目指 して 行なわれ て きた ｡ 1e uco mycin の
誘導体 に つ い て 一 例 を 挙 げれ ば ､ す で に miokalp yCin (diacetyl-
mi deca mycin)
86'-8 7'や rokita m ycin(3
”
- 0- pr opio nylle uco mycin A 5)
6'･
7 2},7 3)･7 4)･7 5)･ 7 8)が 臨床 で 用 い ら れ て い る(F ig. 1)｡ ま た ､ T Sに 比 べ 血
中濃度が 高く TS耐性 の M yc opla sm aに 強 い 効力を示し ､ M a c耐性 ブ
ドウ球菌 にl
'
n v )
'
tI･0で 有効 な4' 7 - 0-(41 m ethoxy phenyl)a cetyltylo sin
の 報告もあ る8 8)0
M LSの P M耐性 菌群 に対 す る抗菌活性を化学構造か らみ た場合､
16員環M a ｡に お い て ､ i)1 4駁 cB2部位 に 単糖を 有する 事が ､ 活性
を示す の に最も重要 で あ る(寄与率7 5. 3%)と推論さ れ る(M C M,T S)o
ii)1 4位 - c H2部 位 に単糖を持 たな い 場合 ､ ラ ク トン 環 5位 に結合す
る糖 は 二 糖 で あ っ て 且 つ 3
”
- 0位 が ア シ ル 化さ れ て い る と(寄与率
1 2. 2%)抗菌活性を有す る(R EM)o ま た ､ リ ボ ソ
ー ム に射 し不 可逆的
結合能 を有す る M a c(例:R 鑑M)は ､ 殺 菌的 に作用す る o こ れち 知見
は ､ 今後M a ｡の 効果改善 に重要な示唆を与え る も の と考 えてい る o
- 1 0 5-
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